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ABSTRAKT 

Předložená disertační práce se zabývá výzkumem biologicky aktivních 

polymerních systémů na bázi syntetických polymerů modifikovaných složkami 

esenciálních olejů. Hlavní pozornost byla věnována výzkumu a popisu aspektů 

vedoucích k rozšíření zpracovatelských podmínek zkoumaných systémů, a tedy  

i k jejich praktické aplikovatelnosti. Experimentální část se primárně zaměřuje  

na studium procesu imobilizace složek esenciálních olejů na pevný nosič pro 

následnou termoplastickou přípravu kompozitních systémů. Další část práce 

popisuje možnosti využití enkapsulačních technik pro tvorbu polymerních 

mikrosfér. V rámci výzkumu byly definovány metody pro kvantitativní stanovení 

aktivních látek v polymerních systémech pomocí pokročilých analytických 

technik. Nedílnou součástí bylo také studium kinetiky uvolňování aktivních látek 

ze systémů včetně stanovení jejich antibakteriální účinnosti. Získané výsledky 

ukazují významný potenciál vyvinutých systémů pro uplatnění 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.  
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ÚVOD 

Polymerní materiály se díky svým všestranně výhodným vlastnostem staly 

neodmyslitelnou součástí našeho každodenního života. Rozsah jejich aplikace  

je stále intenzivnější a širší, a proto i výzkum a vývoj v oblasti polymerních věd 

čelí neustále vyšším požadavkům na jejich přidané funkční vlastnosti, a tím  

i přidanou hodnotu konečného produktu [1]. 

Jednou z nejproblematičtějších vlastností polymerů je jejich náchylnost  

k osídlení různými patogenními mikroorganismy (MO). Největší problém nastává 

samozřejmě ve zdravotnictví. Zde může docházet k mikrobiální kontaminaci 

zařízení, přístrojů, povrchů či implantátů. V tomto smyslu se problémy týkají i 

potravinářského průmyslu, kde například vlivem mikrobiálního osídlení 

obalového materiálu dochází ke znehodnocení potravin. To může v konečném 

důsledku způsobit ohrožení lidského zdraví, ale i zvýšenou ekonomickou zátěž 

(např. náklady na léčení) [2, 3]. 

Zajímavým řešením tohoto problému může být vývoj biologicky aktivních 

polymerních systémů (BPS), tedy systémů, složených z přírodní nebo syntetické 

polymerní matrice a z biologicky aktivních látek (BAL). Tyto systémy dokáží 

vyvolat specifickou biologickou odezvu, mezi kterou se mimo jiné řadí  

i antimikrobiální aktivita polymeru [4]. 

BAL, které je možno využívat pro modifikaci polymerní matrice, existuje celá 

řada. Mohou být přírodního i syntetického původu. V případě využití syntetických 

BAL je spotřebitel vystaven potenciálnímu riziku nežádoucích vedlejších účinků 

a možného rozvoje rezistence. V posledních letech roste preference využívání 

BAL přírodního původu. Z důvodu velmi širokého spektra biologických 

vlastností se jeví jako vhodné využití složek esenciálních olejů (EO). Ty vykazují 

např. antioxidační, antimikrobiální, insekticidní vlastnosti [5–11]. 

Využití složek EO je však limitováno jejich vysokou těkavostí. Možné řešení 

lze nalézt v adsorpci složek EO na polymerní plniva a následném zakomponování  

do matrice polymeru [12]. Dalším možným způsobem ochrany těkavých 

aktivních látek před vypařováním, oxidací nebo termální degradací může být 

metoda mikroenkapsulace. Nespornou výhodou mikroenkapsulace je dosažení 

kontrolovaného uvolňování BAL, což může být opět využito v různých 

průmyslových oborech [13]. 

Tato disertační práce se zabývá modifikací polymerních materiálů pomocí 

BAL přírodního původu. Výzkum se zaměřuje na inkorporaci těchto látek  

do polymerní matrice termoplastickým způsobem a také metodou enkapsulace. 

Takto modifikované polymery mohou nacházet uplatnění v mnoha odvětvích 

průmyslu, např. v potravinářství, zdravotnictví, farmaceutickém, textilním nebo 

zemědělském průmyslu. 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

1.1 Biologicky aktivní látky 

BAL jsou definovány jako esenciální i neesenciální sloučeniny, které mají 

prokazatelný vliv na lidské zdraví, a to jak pozitivní, tak i negativní [14]. Pojem 

BAL zahrnuje velice různorodou skupinu látek rozdílné chemické struktury  

a fyziologické funkce, které mohou specificky ovlivňovat životní pochody 

organismů i při nízkých koncentracích [15]. Neustále jsou objevovány nové BAL 

a stále jsou zkoumány možnosti jejich využití v různých oblastech průmyslu. 

Nejběžněji jsou identifikovány BAL s cytotoxickou a antimikrobiální aktivitou 

[16].  

BAL je možno rozdělit dle původu na přírodní a syntetické, přičemž syntetické 

BAL zahrnují např. organické kyseliny, fungicidy, alkoholy nebo antibiotika [2]. 

V posledních letech však dochází k rapidnímu nárůstu zájmu o otázky týkající  

se bezpečnosti syntetických BAL, které mohou v konzumentech vzbuzovat určité 

obavy z potenciálních vedlejších účinků a případné resistence, což je také 

důvodem, proč se v posledních letech výzkum zaměřuje hlavně na využívání 

přírodních BAL [7]. 

V přírodě se BAL vyskytují jako sekundární metabolity rostlin vyvolávající 

farmakologické nebo toxikologické účinky na člověka nebo zvířata. Rostliny však 

nejsou jediným zdrojem BAL. Tyto látky se nacházejí také v jiných živých 

organismech a mikroorganismech, jako jsou např. bakterie a některé skupiny 

živočichů [17]. Mezi přírodní BAL se konkrétně řadí: probiotika, prebiotika, 

antioxidanty (např. vitaminy C, E, karotenoidy, flavonoidy, alkaloidy atd.), 

vláknina, aminokyseliny, proteiny, peptidy (např. kaseiny, nisin, laktoferin), 

složky tuků (mastné kyseliny, fytosteroly, fosfolipidy), minerální látky (Na, K, 

Se, Zn), sacharidy a další rostlinné látky (např. esenciální oleje) [18]. 

EO jsou produktem sekundárního metabolismu rostlin, kdy dochází k degradaci 

látek metabolismu primárního, tedy cukrů, tuků a bílkovin. Nachází se v různých 

rostlinách a jejich částech, jako jsou například květy, ovoce, listy, bobule, 

pryskyřice, šišky, jádro dřeva, oddenky a kořeny trav, a jsou uloženy v sekrečních 

buňkách, dutinách, kanálcích, epidermálních buňkách nebo žlázových 

trichomech. EO jsou obvykle extrahovány technikami hydrodestilace, destilace 

vodní parou, extrakce organickými rozpouštědly, enfleuráž, superkritická fluidní 

extrakce nebo mikroextrakce tuhou fází. Způsob extrakce je volen s ohledem  

na jejich předpokládané využití [7, 19–21]. V současné době je známo přes  

3 000 EO, z nichž 300 má velký průmyslový význam. EO obsahují 85–99 % 

těkavých složek (aldehydy, terpenoidy, fenoly, estery, ketony, kyseliny, 

methoxyderiváty atd.) a 1–15 % netěkavých složek [7, 19–21]. Ačkoliv jsou EO 

složeny převážně z fenylpropanoidů, terpenoidů a terpenů, představují obrovskou 
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škálu chemických sloučenin a struktur, díky čemuž mají široké spektrum různých 

biologických účinků a vlastností, jako jsou např. antibakteriální, antibiotické, 

antiseptické, antivirové, antioxidační, analgetické, sedativní a jiné účinky [22]. 

Řadou studií bylo potvrzeno, že volné radikály a reaktivní formy kyslíku mohou 

být spojovány s mnoha nemocemi, jako jsou např. záněty, rakovina, srdeční 

choroby, pokles imunitního systému či mozkové dysfunkce [23]. V posledních 

letech tedy nabývá na významu použití antioxidantů při léčbě a prevenci těchto 

onemocnění. Mnoho in vitro testů, které byly provedeny na EO extrahovaných z 

rostlin, poukázaly na jejich antioxidační účinnost při snižování oxidačního stresu 

díky inhibici reaktivních forem kyslíku/dusíku, včetně jejich schopnosti fungovat 

jako redukční činidla a lapače volných radikálů [24]. 

Co se týká fyzikálně-chemických vlastností, EO jsou ve vodě v podstatě 

nerozpustné, s vodou se nemísí, dobrá je ale jejich rozpustnost v rostlinných 

olejích, ethanolu, etheru a dalších organických rozpouštědlech [25]. 

Tato práce se zabývá konkrétně třemi složkami EO, a to linaloolem (LIN), 

estragolem (ALY) a trans-anetholem (ANE) [12]. Jejich fyzikálně-chemické 

vlastnosti jsou zobrazeny v tabulce 1 [26, 27]. 

Tabulka 1 Fyzikálně-chemické vlastnosti použitých BAL 
 

 LIN ALY ANE 

Systematický název 
3,7-dimethyl- 

1,6-oktadien-3-ol 

1-methoxy-4 

(2propenyl)benzen 

1-methoxy-4-(prop 

1-en-1-yl)benzen 

Sumární vzorec C10H18O C10H12O C10H12O 

Molární hmotnost 

[g.mol−1] 
154,24 148,20 148,20 

Hustota při 25 °C 

[g.cm−3] 

0,8622 ((-)-LIN) 

0,8733 ((+)-LIN) 
0,960 0,983–0,987 

Bod varu [°C] 
 198 ((-)-LIN) 

198-200 ((+)-LIN) 
214–216 234–237 

 

LIN (též jako β-linalool, linalylalkohol, linaloyloxid) viz obrázek 1 [28]  

je acyklický monoterpenoidní alkohol vyskytující se ve více než 200 druzích EO 

získaných z bylin, listů, květů či dřeva, z nichž mnohé mají široké využití  

v tradiční medicíně [29–32]. LIN má jedno chirální centrum, a proto existuje  

ve dvou stereoisomerech. (R) nebo (-) známý jako likareol se běžně vyskytuje  

v přírodě jako složka např. levandule (Lavandula angustifolia), bazalky  

(Ocimum basilicum) či bobkového listu (Laurus nobilis). Naproti tomu (S) nebo 

(+) známý jako koriandrol je hlavní složkou EO koriandru (Coriandrum sativum). 

LIN je bezbarvá až mírně nažloutlá kapalina s příjemnou květinovou vůní. Je 

dobře rozpustný v ethanolu, v diethyletheru, ale prakticky nerozpustný ve vodě. 
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Co se týče biosyntézy, LIN je u vyšších rostlin produkován z isopentenyl 

pyrofosfátu přes univerzální isoprenoidní meziprodukt geranyl pyrofosfát při 

současném působení monoterpen syntázy, která katalyzuje probíhající chemickou 

reakci [32]. LIN se z rostlinné suroviny získává nejčastěji parní destilací nebo 

extrakcí rozpouštědly nebo může být chemicky syntetizován [30]. Díky silným 

biologickým účinkům, včetně cytotoxických, antioxidačních, antimikrobiálních 

(např. proti Candida albicans, Escherichia coli a Staphylococcus aureus), 

insekticidních, protizánětlivých, antiepileptických, antihyperglykemických, 

protinádorových a sedativních účinků, je LIN jako přírodní rostlinný produkt 

hojně používán v různých odvětvích průmyslu, jako je farmaceutický, 

kosmetický, potravinářský i zemědělský [5, 6, 8–11, 33, 34]. 

 

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

 

ALY (též 4-allylanisol, methylchavikol, isoanethol) je přírodní fenylpropen, 

nacházející se v EO mnohých rostlin, např. estragonu (Artemisia dracunculus) 

(60–75 %), bazalky (Ocimum basilicum) (2–43 %), badyánu (Illicium verum)  

(5–6 %) a fenyklu (Foeniculum vulgare) (5–20 %). Je to isomer anetholu lišící se 

pouze v poloze dvojné vazby. Jeho vůně připomíná anýz s odpovídající sladkou 

chutí, která je však odlišná od anetholu. ALY je bezbarvá kapalina rozpustná  

ve většině organických rozpouštědel a prakticky nerozpustná ve vodě. Získává se 

frakční destilací terpentýnového oleje [35]. ALY se využívá v mnoha potravinách 

a potravinových produktech, parfémech, mýdlech a detergentech. ALY vykazuje 

myorelaxační, antikonvulzivní, anestetické, bradykardické, vazoaktivní  

a antioxidační vlastnosti [36–39]. Významná je jeho silná antimikrobiální aktivita 

proti širokému spektru MO, včetně grampozitivních i gramnegativních bakterií 

[40]. 

 
Obr. 2 Strukturní vzorec ALY [36] 
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ANE (též isoestragol nebo p-propenylanisol) je aromatická sloučenina 

(fenylpropen) přirozeně se vyskytující v EO mnohých rostlin [35, 41, 42].  

Ve vysokých koncentracích se vyskytuje hlavně v anýzovém (Pimpinella anisum) 

(80–90 %), badyánovém (Illicium verum) (90 %) a fenyklovém  

(Foeniculum vulgare) (80 %) oleji. Existuje ve dvou cis- a trans- isomerech, 

přičemž v přírodě je více zastoupen trans-anethol. Je to čirá, bezbarvá až 

jantarově zbarvená kapalina se sladkou anýzovou příchutí. ANE je dobře 

rozpustný v ethanolu, ve vodě je téměř nerozpustný [43]. V přírodě se ANE 

získává frakční destilací EO anýzu, fenyklu, badyánu atd. Může být také 

syntetizován esterifikací p-kresolu s methanolem a následnou kondenzací  

s acetaldehydem [35]. ANE vykazuje výrazně sladkou chuť a je 13x sladší než 

cukr. ANE pro svou výraznou vůni dokáže překrýt nepříjemný zápach, a proto je 

využíván jako maskovací prostředek v mnoha výrobcích, např. mýdla, zubní pasty 

či ústní vody [43]. Je také široce využíván jako přírodní aroma zodpovědné  

za anýzovou příchuť používanou ve sladkostech, pečivu, alkoholických  

i nealkoholických nápojích. U ANE byly zjištěny jeho četné farmakologické 

účinky, a to zejména antimikrobiální aktivita proti růstu bakterií  

(Escherichia coli, Staphylococcus aureus), kvasinek (Candida albicans) a plísní, 

antioxidační a insekticidní aktivita. Dále ANE vykazuje analgetické, 

antikonvulzivní či protizánětlivé vlastnosti [41, 42, 44]. 

 
Obr. 3 Strukturní vzorec ANE [43] 

EST byl Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administration 

(FDA) přidán na seznam přídatných látek povolených pro použití v potravinách 

určených k lidské spotřebě [45]. LIN i ANE jsou dle FDA všeobecně považovány 

za bezpečné (Generally Recognized as Safe, GRAS) [46]. Jejich těkavost a špatná 

rozpustnost ve vodě však omezují jejich širší využívání v průmyslu. Stabilitu 

těchto látek též negativně ovlivňují vnější faktory, jako jsou teplo, světlo a přístup 

kyslíku [18, 26]. 
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1.2 Modifikace polymerních matric pomocí BAL 

Biologicky aktivní polymerní systémy (BPS) jsou systémy na bázi přírodních 

nebo syntetických polymerů modifikovaných pomocí BAL, které vyvolávají 

specifickou biologickou odezvu. Při výběru metody modifikace polymeru  

je nutno vzít v potaz několik faktorů a to zejména: vlastnosti daného polymeru 

(chemické i fyzikální), typ BAL (její toxicita, způsob aplikace, fyzikální  

a chemické vlastnosti) a také prostředí aplikace (teplota, pH, vlhkost) [4, 47]. BPS 

je možno rozdělit na migrující a nemigrující polymerní systémy [4]. 

1.2.1 Nemigrující biologicky aktivní polymerní systémy 

Nemigrující BPS jsou polymerní systémy, které vykazují určitou biologickou 

aktivitu, aniž by BAL migrovala z polymeru do substrátu. [48, 49]. 

Do skupiny nemigrujících BPS lze zařadit přirozeně biologicky aktivní 

polymery a polymery s imobilizovanými BAL. 

 Přirozeně biologicky aktivní polymery vykazují bioaktivní účinky, aniž 

by do nich byla nějakým způsobem zabudována BAL. Hlavním a nejvíce 

využívaným představitelem této skupiny je chitosan [48]. 

 U polymerů s imobilizovanými BAL je pevného navázání BAL k 

polymeru je zde docíleno díky vzniku kovalentní vazby. Podmínkou však 

je, aby polymer a BAL obsahovaly funkční skupiny, které umožní jejich 

navázání vůči sobě navzájem [48, 49]. 

1.2.2 Migrující biologicky aktivní polymerní systémy 

U tohoto typu systémů dochází k uvolňování a migraci BAL z polymerní 

matrice. Je zde tedy nezbytné, aby použitá BAL byla netoxická a schválená 

příslušnými úřady jako bezpečná pro lidské zdraví [2]. 

Tento typ systémů se dle povahy inkorporovaných BAL dále dělí na dva 

podtypy: těkavý a netěkavý. U netěkavého migrujícího polymerního systému  

je přenos BAL z polymerní matrice na povrch substrátu uskutečněn pomocí 

difúze. V případě využití těkavých BAL dochází k jejich migraci, aniž by polymer 

byl v přímém kontaktu se substrátem. Rychlost migrace BAL je zde závislá  

na interakci mezi polymerní matricí a těkavou BAL. Těkavé BAL jsou většinou 

přírodního původu (extrakty rostlin), což je i lépe přijímáno spotřebiteli [47, 50]. 

U migrujících polymerních systémů jsou možnosti modifikace polymerní matrice 

následující jednak přímou inkorporací BAL do matrice polymeru nebo nanášením 

BAL na povrch polymerního materiálu [3]. 

 Začlenění BAL přímo do polymerní matrice (nebo též modifikace  

v objemu polymerní matrice) se považuje za nejčastěji volenou a velmi 
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účinnou metodu modifikace termoplastů i termosetů. Při termoplastickém 

zpracování polymerů, např. vstřikováním, vyfukováním nebo 

vytlačováním, je však výhodnější využívat pouze tepelně stabilní BAL  

[3, 49, 51, 52]. Výhody přímé inkorporace BAL spočívají v technologické 

nenáročnosti použitých procesů, při kterých také nedochází k 

významnějším změnám ve vlastnostech polymerů. Problém však může 

představovat fakt, že dochází k nekontrolovatelnému uvolňování BAL do 

okolí, což může např. komplikovat použití takového materiálu v oblasti 

zdravotnictví [53, 54]. V případě přímé inkorporace složek EO pomocí 

termoplastických metod představuje problém jejich značná těkavost, a z 

toho plynoucí jejich nízká zbytková koncentrace ve finálním produktu. 

Možným řešením je jejich imobilizace na inertní nosiče  

a následná inkorporace do polymerní matrice, jak je popsáno níže (viz 

kapitola Imobilizace BAL na pevné nosiče). 

 Nanášení BAL na povrch polymeru se provádí až na finální výrobek. 

Jedná se o relativně jednoduchou techniku docílení biologické aktivity 

polymerního systému. Tento způsob má však velkou nevýhodu, a tou je 

nízká doba účinnosti [53, 55, 56]. 

Migrující BPS mohou být navrženy jako systémy kontrolovaně uvolňující 

BAL, což umožňuje udržení jejich konstantní koncentrace např. v potravinářském 

nebo farmaceutickém produktu. To může zabránit případům, kdy je migrace 

antimikrobiální látky z polymerního systému rychlejší, než je růst MO, a tudíž 

dochází ke snižování její účinné koncentrace před stanoveným časem. Opakem  

je zase příliš pomalé uvolňování, kdy se koncentrace uvolněné antimikrobiální 

látky nachází pod minimální inhibiční koncentrací, v důsledku čehož pak dochází 

k rychlejšímu růstu MO před uvolněním BAL [50]. 

Prostup látek skrze polymerní matrici je komplexní proces, který je ovlivňován 

mnoha vnějšími i vnitřními faktory. Migrace nízkomolekulárních látek  

z polymerního materiálu je převážně řízena difúzními procesy, s nimiž je úzce 

spjat významný aspekt permeace. Průběh permeace je zobrazen na obrázku 4. 

Jsou zde dva prostory o rozdílném parciálním tlaku a rozdílné povrchové 

koncentraci. Tyto prostory jsou od sebe odděleny polymerní membránou. 

Molekuly nízkomolekulární látky jsou v povrchové vrstvě polymeru rozpuštěny  

a absorbovány. Na povrchu polymeru je tak vyšší koncentrace permeantu. 

Molekuly poté difundují polymerem ve směru koncentračního gradientu.  

V poslední fázi dochází k desorpci nebo odpaření látky z povrchu materiálu [57]. 

Difúze potenciálních migrantů z polymerního materiálu závisí především  

na teplotě, molární hmotnosti, stupni zesítění polymeru či chemické afinitě 

migrantů s polymerem [58, 59]. Na proces difúze BAL z polymerní matrice lze 

aplikovat Fickovy zákony. 
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Obr. 4 Schéma permeace a difúzního procesu [58] 

1.2.3 Enkapsulace BAL 

Enkapsulace je technika, při které dochází k uzavření BAL do obalového 

materiálu (polymerní matrice), jejímž výsledkem jsou částice různých velikostí. 

Mikroenkapsulace poskytuje velikost částic v rozmezí od 1 do 1000 µm, zatímco 

částice menší než 1 µm se nazývají nanočástice [60]. 

Mikročástice lze z morfologického hlediska dále rozdělit na mikrokapsle (resp. 

mikrotobolky) a mikrosféry. Mikrokapsle jsou složeny z jádra v pevné, kapalné 

nebo plynné podobě, na které těsně přiléhá polymerní obal. U mikrosfér  

se nerozlišuje jádro a obal, BAL je zde rozptýlená v matrici mikrosféry v pevné 

formě nebo je přítomna ve formě suspenze či emulze [61]. Hranice tohoto 

rozdělení však není ostrá. Existují různé typy mikročástic, které leží na pomezí 

nebo jsou kombinací obou základních přístupů [62]. 

Mikroenkapsulace je jednou z nejefektivnějších technik, která chrání těkavé 

látky před vypařováním, oxidací, vlhkostí nebo termální degradací a umožňuje 

jejich kontrolované uvolňování [63].  

Výběr vhodné techniky enkapsulace závisí především na zpracovatelských 

podmínkách, požadované fyzikální a chemické stabilitě, požadované koncentraci 

a velikosti částic a na předpokládaném využití a ceně výsledného produktu  

[63, 64]. V zásadě se mohou dělit na dvě skupiny [65]: 

 Chemické metody zahrnují emulzní, suspenzní, precipitační nebo 

disperzní polymerizace a mezifázovou polykondenzaci. U těchto metod 

enkapsulace probíhá polymerizace během procesu přípravy mikročástic. 

 Fyzikální metody mohou být dále rozděleny na fyzikálně-chemické 

(koacervace nebo sol-gel enkapsulace) a fyzikálně-mechanické (sprejové 

sušení a chlazení, fluidní nános, elektrostatická enkapsulace nebo metoda 

odpaření rozpouštědla). 
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Tato práce se zaměřuje na metodu odpaření rozpouštědla, jejímž výsledkem  

je vznik mikrosfér. Tato metoda je velmi používaná díky přístrojové nenáročnosti, 

vysoké účinnosti a snadné proveditelnosti. Je zde však nutné použít organická 

rozpouštědla. Principem této metody je odpařování části emulze obsahující 

rozpuštěnou nebo dispergovanou BAL a polymer. Při procesu odpařování 

rozpouštědla dojde k vysrážení polymerních částic, které ve své struktuře 

uzavírají BAL. 

Metoda odpařování rozpouštědla zahrnuje několik kroků [61, 66, 67]: 

 Nejprve je polymer rozpuštěn v rozpouštědle, které je nemísitelné  

s vodou. V tomto roztoku je dále rozpuštěna nebo dispergována BAL. 

 Následně vzniká lipofilní fáze, která je za pomocí tenzidů emulgována  

do vodné fáze, kde dochází ke vzniku jemné emulze olej/voda. 

 Pomocí vysokorychlostního míchání, homogenizačního zařízení nebo 

ultrazvukové lázně je poté dosaženo požadovaného stupně emulze. 

 Organické rozpouštědlo poté difunduje do vodné fáze a vlivem míchání  

a dalšího úbytku rozpouštědla dochází k formování mikrosfér, které jsou 

následně zfiltrovány, promyty a vysušeny  

Velmi důležitým krokem enkapsulace je výběr vhodného polymeru, který  

je závislý především na požadovaných fyzikálních vlastnostech. Polymery 

využívané pro přípravu mikročástic mohou být následující [68, 69]: 

 syntetické polymery, které se následně dělí na nebiodegradabilní 

polymery např. PMMA, epoxy polymery a biodegradabilní polymery 

např. laktidy, glykolidy a jejich kopolymery, polyanhydridy, 

polyalkylkyanoakryláty, atd., 

 přírodní polymery získávané z různých zdrojů, např. proteiny (albumin, 

kolagen), polysacharidy (karagenan, chitosan, škrob, agaróza). 

Polymery tvořící základ mikročástic, jež mají využití ve farmaceutickém 

průmyslu či zdravotnictví, by měly být biodegradovatelné (v těle se rozkládající 

na neškodné produkty) a /nebo biokompatibilní (bez negativního vlivu na zdraví, 

nepůsobící v organismu žádné lokální nebo systémové nežádoucí účinky) [13]. 

Polymer kyseliny mléčné (PLA) je termoplastický, alifatický polyester, jehož 

výchozí látku pro jeho přípravu (kyselinu mléčnou) lze získat ze zemědělských 

plodin, jako jsou kukuřice, cukrová řepa, nebo cukrová třtina [70]. Štěpením 

esterové vazby se PLA rozkládá na netoxické produkty (vodu a CO2). Je schválen 

jako bezpečný úřadem FDA a také evropskými regulačními orgány [71, 72]. PLA 

je v současné době věnována velká pozornost díky jeho širokému využití pro 

obalové, textilní, biomedicínské a v poslední době také inženýrské aplikace. Mezi 

jeho nejvýznamnější vlastnosti patří biodegradovatelnost, biokompatibilita  
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a netoxičnost [73, 74]. Další výhodou použití PLA při přípravě mikro- či 

nanočástic je jeho flexibilita a mechanické vlastnosti (vysoká pevnost v tahu, 

vysoký Youngův modul), dobrá transparentnost a propustnost pro plyny) [75]. 

PLA vykazuje ovšem také nevýhodné vlastnosti, a to zejména vysokou křehkost, 

špatnou houževnatost, vysokou citlivost na vlhkost a případně i nižší teplotu 

skelného přechodu, což může být nežádoucí pro určité obalové nebo inženýrské 

aplikace. To je také důvod, proč se stále větší úsilí soustřeďuje na vylepšení 

vlastností PLA [75–81]. 

Jednou z takových možností je příprava směsi dvou nebo více kompatibilních 

polymerů. Díky tomu je možno upravit teplotu skelného přechodu, zlepšit 

odolnost proti lomu, flexibilitu a zpracovatelnost [82]. PLA může být smíchán  

s jak biologicky odbouratelnými polymery (polyanhydridy, alifatické polyestery 

a alifatické-aromatické kopolyestery, tak s biologicky nerozložitelnými polymery 

jako jsou polyolefiny, polyakryláty, vinylové polymery, elastomery a kaučuky 

[83]. 

PMMA je biokompatibilní, syntetický polymer disponující velmi dobrými 

chemickými i fyzikálními vlastnostmi [84–86]. Jeho nejtypičtější vlastností  

je jeho čirost a naprostá bezbarvost. Má vynikající tvarovou paměť, odolnost vůči 

vodě, zředěným alkáliím a kyselinám, dobré mechanické vlastnosti  

a obrobitelnost. Své uplatnění nachází především ve zdravotnických, 

kosmetických i konstrukčních aplikacích [87]. 

Existuje několik studií zabývajících se přípravou polymerních směsí 

PLA/PMMA. Směs PLA/PMMA vykazuje dobrou synergii, částečnou 

rozložitelnost a vylepšené vlastnosti zajímavé pro širokou škálu aplikací např. 

tkáňové inženýrství [88, 89, 90]. Výsledné vlastnosti však velmi ovlivňuje metoda 

zpracování, krystalinita PLA a složení směsi [80, 86, 88–93]. 

1.3 Imobilizace BAL na pevné nosiče 

Jak již bylo zmíněno výše, složky EO jsou vysoce těkavé, což představuje 

problém při jejich inkorporaci do polymerní matrice. Při zpracování dochází  

k jejich vysokým úbytkům, ke kterým dále dochází i v průběhu skladování.  

To představuje nejen ekonomickou ztrátu, ale také jejich nízkou nebo nulovou 

bioaktivní účinnost. Těkavost složek EO však není jediná vlastnost způsobující 

pokles jejich biologické aktivity. Potenciálními riziky jsou také degradace vlivem 

tepla, světla a mechanické namáhání. Proto bylo vyvinuto mnoho různých metod, 

chránících BAL v průběhu zpracování [94]. 

Adsorpce složek EO na povrch porézního plniva, je technika, která imobilizuje 

těkavé sloučeniny, stabilizuje je a chrání před nežádoucími vlivy zpracování  

a je možné při ní dosáhnout i jejich uvolňování v čase [12, 95]. Teoreticky 

můžeme adsorpci popsat jako děj, při kterém se atomy, molekuly nebo částice 
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(adsorbát)  

z plynné nebo kapalné fáze přichytávají na povrchu pevné látky (adsorbentu) 

vlivem přitažlivých sil [96]. 

Plniva, která mohou sloužit jako nosiče BAL, jsou následující [97]: 

 anorganická plniva: oxidy (SiO2), silikáty (talek, hektorit, slída, 

wollastonit, montmorillonit, vermiculit) a soli (CaCO3), 

 organická plniva: dřevní moučka, karbonová vlákna atd. 

Při výběru plniva pro imobilizaci BAL by měly být brány v potaz jeho 

fyzikálněchemické vlastnosti, jako je přítomnost funkčních skupin, polarita nebo 

chemická struktura. Přítomnost a typ funkčních skupin a polarita molekul určuje, 

zda bude probíhat sorpce chemická (kationtová výměna, výměna ligandů nebo 

protonace) nebo fyzikální (van der Wallsovy interakce). Existuje také fyzikálně-

chemická adsorpce, kdy dochází k navázání adsorbátů slabými interakcemi, a poté 

dochází k chemické reakci nebo chemické transformaci [94, 96]. 

Tato práce se konkrétně zabývá adsorpcí složek EO na tři polymerních 

plnivech: dřevní moučka (WF), molekulová síta (MS) a talek (TC) [12]. 

Dřevní moučka 

WF je jedním z nejvíce a zároveň nejdéle komerčně využívaným organickým 

polymerním plnivem. Získává se jako vedlejší produkt ve dřevozpracujícím 

průmyslu a její následné zpracování se obvykle skládá z několika kroků. Prvním 

krokem je rozdružení dřeva pomocí drtiče a štěpkovače. Poté dochází k mletí  

ve třecím nebo válcovém mlýnu. Klasifikace WF se provádí na vibračních, 

rotačních nebo oscilačních sítech. Hlavními složkami WF jsou  

celulóza (37–45 %), hemicelulóza (19–30 %) a lignin (21–34 %), nicméně přesný 

poměr těchto hlavní složek je závislý na typu dřeva. WF se řadí mezi polární  

a hydrofilní plniva. Mezi její výhodné vlastnosti patří hlavně nízká cena, nízká 

hustota a recyklovatelnost. Slouží hlavně jako plnivo do polyethylenu (PE), 

polypropylenu (PP) nebo polyvinylchloridu. Při použití v polyolefinech dodává 

materiálu vyšší tuhost. Konečné vlastnosti kompozitů závisí na typu procesu 

(vstřikování, lisování, vytlačování) a na podmínkách zpracování. Částice WF mají 

pórovitou strukturu a disponují velkou specifickou plochou povrchu, s čímž  

je spojena vyšší adsorpční kapacita WF [98, 99]. 

Molekulová síta (zeolity) 

MS jsou mikroporézní, krystalické aluminosilikáty alkalických kovů a kovů 

alkalických zemin. Obecný vzorec zeolitů je Me2/n. Al2O3. xSiO2. zH2O,  

kde: Me je mimoskeletální kovový kation (Na, K, Ca, Mg, aj.) n je náboj kationtu 

(jednomocný/vícemocný), x je molární poměr SiO2/Al2O3, z je počet molů vody. 
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Stavební elementy prostorové krystalové mřížky jsou mnohostěny, složené  

z křemičitanových (SiO4) a hlinitanových (AlO4) tetraedrů spojených sdílenými 

kyslíkovými atomy. Trojrozměrná struktura zeolitů obsahuje kanálky nebo 

dutiny, jejichž velikost je přibližně 0,3–1,0 nm. Tyto dutiny jsou obvykle 

vyplněny vodou nebo kationy nepřímo vázanými do struktury. K nejdůležitějším 

vlastnostem zeolitů patří adsorpční schopnosti, schopnost iontové výměny  

a hydratační/rehydratační schopnosti. Díky pórům a kanálkům mají zeolity 

vysoký specifický povrch umožňující adsorpci molekul s nízkou hmotností. 

Množství molekul, jež může zeolit adsorbovat, závisí na jeho vnitřním volném 

objemu. Je proto nutné, aby byl zeolit v tzv. aktivní formě, tedy bez sorbované 

(zeolitové) vody, kterou lze odstranit zvýšením teploty nebo snížením  

tlaku [100–102]. 

Talek 

TC (též mastek, Mg3Si4O10(OH)2) je přirozeně se vyskytující minerál široce 

využívaný jako polymerní plnivo. Vzniká při metamorfóze hornin bohatých  

na hořčík. TC je tvořen jednou oktaedrickou vrstvou ležící mezi dvěma 

tetraedrickými vrstvami. TC je na omak mastný a má šupinatý a hydrofobní 

charakter. Zpracovává se drcením, mletím a následnou klasifikací. Po rozdrcení 

je TC rozemlet na kladivovém nebo fluidním mlýnu se vzduchovým 

klasifikačním systémem. Velikost částic TC se pohybuje od 1 do 100 µm. Jako 

plnivo se využívá převážně v termoplastech, konkrétně nejvíce v PP. Díky své 

destičkovité struktuře zlepšuje u kompozitů bariérové vlastnosti pro plyny, dále 

poskytuje vyváženou pevnost a tuhost, zvyšuje tepelnou a chemickou odolnost  

i odolnost proti tečení. TC je nejměkčí minerál, díky čemuž je málo abrazivní  

a snižuje tak opotřebení strojů při zpracování polymerů, kde slouží jako plnivo 

[99]. 
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CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Na základě získaných poznatků z literárních pramenů byly definovány následující 

cíle disertační práce. 

Primárním cílem této práce je připravit a charakterizovat materiály a procesy 

pro efektivní modifikaci vybraných polymerů složkami EO pomocí konvenčních 

zpracovatelských technik. 

Pro dosažení tohoto základního cíle byly vydefinovány následující dílčí cíle: 

 vývoj a optimalizace metodiky analytického stanovení BAL  

v polymerním systému, 

 optimalizace imobilizace BAL na pevné nosiče, 

 inkorporace BAL imobilizovaných na pevných nosičích do matrice 

polymeru, enkapsulace BAL do PLA, PMMA a PLA/PMMA za vzniku 

mikrosfér, 

 vývoj metodiky pro studium uvolňování BAL z polymerních mikrosfér, 

 stanovení biologické aktivity připravených polymerních systémů, 

 stanovení vlivu modifikace polymerů zvolenými BAL na výsledné 

vlastnosti systémů (mechanické, morfologické, termální apod.). 

Pro splnění výše stanovených cílů jsou experimentální aktivity rozděleny  

do dvou okruhů: 

I. Biologicky aktivní polymerní systémy na bázi LDPE s inkorporovanými 

BAL přírodního původu 

II. Enkapsulace BAL přírodního původu do matrice PLA, PMMA a jejich 

směsí 

Výstupem řešení každého z výše uvedených okruhů je souhrnná práce 

publikovaná v odborném časopise.  
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2. SHRNUTÍ EXPERIMENTÁLNÍ ČÁSTI 

2.1 Polymerní kompozity na bázi LDPE s BAL imobilizovanými 

na pevných nosičích 

Cílem této studie byla příprava biologicky aktivního polymerního systému  

na bázi LDPE. Mnohé studie totiž zdůraznily velký potenciál využití biologicky 

aktivních polymerních systémů, např. při balení potravin, ve farmaceutickém 

nebo kosmetickém průmyslu [103–105]. Při balení potravin může biologicky 

aktivní polymerní systém zpomalit nebo zastavit růst MO a tím zajistit 

bezpečnost, kvalitu a prodloužit trvanlivost balených potravin [106]. Jako BAL 

byly použity složky EO (LIN, ALY, ANE), četné biologické účinky, a to 

především antimikrobiální a antioxidační [107–113]. Hlavní nevýhoda těchto 

látek spočívá v jejich značné těkavosti, která představuje problém při jejich 

termoplastické inkorporaci do polymerních matric probíhající za vysokých teplot. 

Řešení lze zde nalézt v imobilizaci složek EO na organická či anorganická 

polymerní plniva, která navíc zlepšují výsledné mechanické i tepelné vlastnosti 

kompozitu [114–116]. Předmětem tohoto výzkumu bylo popsat vzájemné vztahy 

mezi BAL, pevnými nosiči a výslednými antibakteriálními vlastnostmi 

kompozitu. Nedílnou součástí práce bylo i studium vlivu přítomnosti pevného 

nosiče na mechanické vlastnosti a morfologii výsledného kompozitu. Důraz byl 

kladen také na kvantitativní analýzu BAL pomocí chromatografických metod. 

Výsledky a diskuze okruhu I 

Vliv pevných nosičů na morfologii kompozitu – SEM analýza 

Morfologie připravených kompozitů a kompatibilita pevných nosičů s LDPE 

matricí byla sledována pomocí metody SEM. Bylo pozorováno čisté LDPE a 

LDPE kompozity s třemi různými pevnými nosiči (WF, TC, MS)  

o koncentraci 20 hm. %. SEM analýzou bylo potvrzeno rovnoměrné rozptýlení 

TC a MS v LDPE matrici bez významnější agregace, ovšem byla také pozorována 

přítomnost dutinek. Vznik těchto dutinek je pravděpodobně způsoben nižší adhezí 

částic TC a MS k polymerní matrici, což je v souladu s výsledky podobných studií 

[117, 118]. SEM bylo zjištěno, že částice WF mají nepravidelný tvar, a rovněž 

byly pozorovány zřetelné mezery mezi WF a matricí LDPE. To poukázalo na 

nízkou kompatibilitu mezi hydrofilními částicemi WF a nepolárním LDPE. Tento 

závěr se shoduje s výsledky mnoha jiných prací [119–121]. 

Vliv pevných nosičů na výsledné mechanické vlastnosti kompozitů 

Na obrázcích 5, 6 a 7 je vyobrazen vliv rozdílných pevných nosičů  

na mechanické vlastnosti kompozitů vyjádřený jako relativní změna (srovnání  

s nemodifikovaným LDPE). Nemodifikovaný LDPE vykazoval nižší hodnotu 
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Youngova modulu (E), a naopak vyšší hodnoty pevnosti v tahu (σ) a poměrného 

prodloužení při přetržení (ε) ve srovnání s kompozity obsahujícími pevné nosiče. 

Rovněž bylo pozorováno, že se zvyšující se koncentrací všech pevných nosičů  

v kompozitech došlo k nárůstu hodnot E, a zároveň k poklesu hodnot σ a ε. 

Zvýšená tuhost kompozitů je připisována skutečnosti, že částice pevného nosiče 

omezují pohyblivost polymerních řetězců, což může rovněž způsobit i snížení 

hodnot deformace [122]. Vzrůstající koncentrace pevných nosičů také způsobuje 

zvýšení krystalinity polymerních kompozitů, což se shoduje i s jinou studií [123].  

Nejvýraznější nárůst hodnot E byl pozorován u kompozitu s obsahem  

20 hm. % TC. U kompozitů s obsahem MS a TC byly zaznamenány podobné 

hodnoty mechanických charakteristik, pravděpodobně způsobené obdobnými 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi těchto polymerních plniv. Zvýšení hodnot E v 

kompozitech obsahujících WF se shoduje i s jiným vyzkumem [124]. Výrazný 

pokles hodnot σ a ε u kompozitů s obsahem WF byl pravděpodobně způsoben 

větší velikostí částic WF, a zároveň určitou nekompatibilitou hydrofilní WF s 

hydrofobní polymerní matricí, což bylo již také potvrzeno mnoha studiemi  

[114, 125]. Výsledné mechanické vlastnosti kompozitů jsou tedy dány mírou 

kompatibility mezi pevným nosičem a polymerní matricí. Kompatibilita s LDPE 

byla v případě TC a MS vyšší v porovnání s WF, což také koresponduje s výsledky 

SEM analýzy. 

 
Obr. 5 Relativní změna Youngova modulu kompozitů v porovnání s čistým LDPE. 

Směrodatná odchylka se pohybovala do 10 % 
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Obr. 6 Relativní změna pevnosti v tahu kompozitů v porovnání s čistým LDPE. 

Směrodatná odchylka se pohybovala do 10 % 

 
Obr. 7 Relativní změna poměrného prodloužení při přetržení kompozitů v porovnání s 

čistým LDPE. Směrodatná odchylka se pohybovala do 10 % 
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Antibakteriální vlastnosti kompozitů 

Na obrázku 8 jsou graficky zobrazeny hodnoty antibakteriální aktivity 

připravených kompozitů, kde obsah aditiva činil 20 hm. %.  

Při testování antibakteriální aktivity bylo zjištěno, že připravené kompozity 

lépe inhibovaly růst gramnegativní bakterie s výjimkami kompozitů 

LDPE/WF/ANE, LDPE/WF/LIN a LDPE/TC/ANE. To je v souladu se studií, kde 

byla sledována baktericidní aktivita EO bazalky (Ocimum basilicum) proti 

grampozitivním i gramnegativním bakteriím [126]. Avšak v jiném výzkumu bylo 

zjištěno, že gramnegativní bakterie byly proti působení EO bazalky více odolné 

ve srovnání s grampozitivními bakteriemi [127]. Joshi a kol. však pro 

antibakteriální testování využila odlišné zástupce grampozitivních a 

gramnegativních bakterií, než byly použity pro tento výzkum a výzkum popsaný 

Kogou a kol. [126]. 

Nejvyšší antibakteriální účinek proti růstu Escherichia coli byl zaznamenán  

u kompozitů LDPE/WF/ALY, LDPE/TC/ALY a LDPE/MS/ALY. Tyto 

kompozity by pravděpodobně vykazovaly antibakteriální aktivitu i v nižších 

koncentracích, než je 20 hm. % aditiva. Naproti tomu kompozity obsahující 

TC/LIN, WF/LIN, TC/ANE a WF/ANE vykazovaly nulovou antibakteriální 

aktivitu proti růstu Escherichia coli. U kompozitů LDPE/TC/ANE  

a LDPE/WF/ALY byla pozorována vysoká antibakteriální aktivita proti růstu 

Staphylococcus aureus. Tato grampozitivní bakterie však byla rezistentní vůči 

působení kompozitu LDPE/TC/LIN, pravděpodobně z důvodu neúčinné 

imobilizace LIN na pevný nosič, což bylo potvrzeno kvantitativní analýzou  

(viz obr. 9). 

Obecně nejvyšší hodnoty antibakteriální aktivity byly pozorovány u kompozitů 

obsahujících ALY, což koresponduje se studií Suppakula a kol. [40]. Složky EO  

s fenolickou strukturou, včetně ALY, jsou vysoce účinné proti růstu bakterií, a to 

i navzdory jejich relativně nízké rozpustnosti ve vodě [128]. Antibakteriální 

účinky EO a jejich složek úzce souvisejí s hydrofilními a lipofilními vlastnostmi 

daných komponent. Terpeny lipofilního charakteru inaktivují buněčné enzymy 

katalyzující vznik bakteriálních membrán. Zvýšená propustnost membrány  

je hlavním faktorem mechanismu antibakteriálního účinku. Antibakteriální 

sloučeniny mohou tuto membránu narušit a způsobit ztrátu buněčné integrity,  

a případně buněčnou smrt. [129–131].  
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Obr. 8 Antibakteriální vlastnosti kompozitů 

Kvantitativní analýza BAL na pevných nosičích a v kompozitech 

Na obrázku 9 jsou zobrazena množství BAL imobilizovaných na různých 

pevných nosičích. Výsledky byly získány pomocí dvou metod: přímou analýzou 

vzorku pomocí Py/GC/MS a analýzou extrahovaného vzorku pomocí GC/MS. 

Výsledné koncentrace BAL v pevných nosičích naměřené pomocí Py/GC/MS 

byly srovnatelné nebo vyšší v porovnání s koncentracemi stanovenými pomocí 

GC/MS. Nejvyšší rozdíly v koncentracích BAL stanovené oběma metodami byly 

ve vzorcích WF/ALY, TC/ANE a MS/ANE. 

Kvantitativní analýzou byla stanovena koncentrace BAL na pevných nosičích, 

která se pohybovala v rozmezí 0,1–8,3 mg·g−1. Nejvyšší koncentrace všech BAL 

byla zaznamenána v případě jejich imobilizace na WF, zatímco nejnižší množství 

BAL bylo zaznamenáno u MS. Podle studie Willige a kol., je polarita BAL 

hlavním faktorem ovlivňujícím jejich sorpci. Autor zde porovnával sorpci LIN  

a limonenu na PE. Bylo zde zjištěno, že více polární LIN byl méně adsorbován 

na nepolární polymer [132]. Další studie rovněž potvrzují, že BAL jsou lépe 

adsorbovány na pevné nosiče, které vykazují podobnou polaritu [133, 134]. 
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Obr. 9 Koncentrace BAL na pevných nosičích po procesu imobilizace 

Obrázky 10, 11 a 12 zobrazují koncentraci BAL v LDPE naměřenou opět 

pomocí Py/GC/MS a GC/MS. Zbytková koncentrace BAL v polymerní matrici 

činila 0 až maximálně 1,1 mg·g−1, přičemž nejvyšší hodnoty byly zaznamenány  

v kompozitech s BAL imobilizovanými na WF (obr. 12). Obsah LIN a ALY byl 

na všech pevných nosičích i ve výsledných kompozitech velmi nízký  

až nulový. To mohlo být způsobeno jejich vyšší těkavostí při nižších teplotách  

ve srovnání s ANE. Tato BAL vykazovala nejvyšší schopnost adsorpce  

na všechny pevné nosiče, a také byla jedinou BAL, která byla detekována  

v kompozitech obsahujících MS a TC. Možným zdůvodněním tohoto jevu  

je pravděpodobně vyšší bod varu ANE. To také koresponduje s výzkumem,  

ve kterém byla porovnávána koncentrace různých BAL s rozdílnými body varu  

v polymerní matrici. Bylo zde potvrzeno, že BAL s vyšším bodem varu mají vyšší 

schopnost setrvávat v polymerní matrici [135]. 

Dle výsledků antibakteriální aktivity však nebyla potvrzena nejvyšší účinnost 

ANE proti růstu testovaných bakterií, přestože jeho koncentrace v polymerním 

kompozitu byla podstatně vyšší než ALY, což je i v souladu s jinou studií [136]. 
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Obr. 10 Koncentrace BAL v kompozitech obsahujících TC 

 

 
Obr. 11 Koncentrace BAL v kompozitech obsahujících MS 
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Obr. 12 Koncentrace BAL v kompozitech obsahujících WF 

 

Shrnutí okruhu I 

Byly připraveny polymerní kompozity na bázi LDPE s termoplasticky 

inkorporovanými BAL (LIN, ALY, ANE). Stěžejním mezikrokem inkorporace 

těchto látek byla jejich imobilizace na pevné nosiče (WF, TC, MS). 

U kompozitů byla sledována jejich antibakteriální aktivita proti patogenním 

bakteriím. Bylo zjištěno, že připravené filmy lépe inhibovaly růst gramnegativní 

bakterie Escherichia coli ve srovnání s grampozitivní bakterií Staphylococcus 

aureus. Nejvyšší antibakteriální aktivitu přitom vykazovaly kompozity s obsahem 

ALY imobilizovaného WF. 

Byla také provedena kvantitativní analýza BAL v polymerním kompozitu i v 

pevných nosičích. Nejvyšší koncentrace BAL na pevných nosičích, i ve 

výsledných kompozitech, byla dosažena v případě ANE. Množství 

inkorporovaných BAL je dáno jejich fyzikálně-chemickými vlastnostmi (bod 

varu, polarita) a také polaritou pevných nosičů a polymeru. 

Byl také hodnocen vliv pevných nosičů na mechanické vlastnosti kompozitů. 

Zvyšující se koncentrace pevných nosičů v polymerním kompozitu způsobila 

nárůst Youngova modulu, a zároveň pokles pevnosti v tahu a poměrného 

prodloužení při přetržení. SEM analýza prokázala nízkou kompatibilitu mezi WF 

a polymerní matricí. 
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2.2 Příprava mikrosfér na bázi PLA, PMMA a jejich směsí  

s obsahem BAL 

Tato studie je zaměřena na přípravu a charakterizaci mikrosfér na bázi PLA, 

PMMA nebo jejich směsí s obsahem složek EO, které se díky svému přírodnímu 

původu, relativní bezpečnosti, širokému přijetí ze strany spotřebitelů a rozsáhlým 

možnostem jejich aplikace stávají předmětem zájmu mnoha vědeckých studií 

[137]. Využití složek EO je však v mnoha aplikacích limitováno jejich vysokou 

citlivostí vůči teplu, světlu, kyslíku či vlhku [138]. Možností, jak ochránit tyto 

látky před nežádoucími vlivy prostředí, je využití mikroenkapsulačního procesu, 

který spočívá v zapouzdření kapalin, tuhých látek nebo plynů do polymerního 

obalu [139]. Jednou z nejpoužívanějších metod přípravy mikročástic je metoda 

odpaření rozpouštědla, která je vhodná pro BAL, které mají omezenou 

rozpustnost ve vodě [66, 140]. Jako polymerní matrice byl zvolen PLA, jehož 

nespornými výhodami je jeho nízká cena, netoxičnost, biodegradovatelnost a 

biokompatibilita [141–143]. Nevýhodou PLA je jeho křehkost, omezená 

houževnatost, hydrofobicita a nízká tepelná odolnost [144, 145]. Možností, jak 

modifikovat některé fyzikálně-chemické vlastnosti PLA, je jeho smíchání s 

jinými polymery [82]. Zde se jako vhodný polymer jeví PMMA, který je vysoce 

chemicky stabilní, biokompatibilní, netoxický a má dobré mechanické vlastnosti 

[146, 147]. Hlavní důraz byl v této studii kladen na popis vzájemných vztahů mezi 

typem polymeru, složkami EO a výslednými vlastnostmi připravených mikrosfér, 

především antibakteriálních a termálních. Nedílnou součástí bylo také hodnocení 

morfologie mikrosfér, stanovení enkapsulační účinnosti a sledování kinetiky 

uvolňování BAL pomocí chromatografické metody. 

Výsledky a diskuze okruhu II 

Stanovení velikosti mikrosfér 

V tabulce 2 jsou uvedeny velikosti připravených mikrosfér a hodnoty PDI.  

Průměrná velikost mikrosfér se pohybovala v rozmezí 1,5–9,5 µm a hodnoty PDI 

činily 1,6–2,7. PDI přesahující hodnotu 0,7 poukazují na širokou distribuci 

velikostí mikrosfér v daném vzorku [148]. Cardoso a kol. se zabývali přípravou 

mikrosfér na bázi PLA s olejovitou BAL pro systémy cíleného podávání léčiv, 

přičemž získali mikrosféry s PDI v rozmezí 1,0–2,7 [149]. To by mohlo souviset 

se zvýšenou viskozitou média. S rostoucí Mw polymeru roste viskozita vnitřní fáze 

emulze, což ztěžuje možnost desintegrace kapiček. Díky tomu pak dojde  

k formování větších mikrosfér [149, 150].  

Při stanovení velikosti mikrosfér bylo zjištěno, že mikrosféry na bázi PLA 

vykazovaly nepatrně větší průměrnou velikost v porovnání s mikrosférami na 

bázi PMMA (viz tabulka 2). Ve studii Perese a kol., která zkoumala vliv 

zpracovatelských metod na vlastnosti nanočástic PLLA/PMMA, bylo zjištěno, že 
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zvýšení množství PMMA ve směsi PLLA/PMMA způsobuje větší velikost 

nanočástic, což je ovšem v rozporu s výsledky této studie. Je však třeba zmínit, 

že Peres a kol. použili při přípravě nanočástic PMMA s Mw∼68 000 g·mol−1, což 

je téměř pětkrát vyšší Mw ve srovnání s použitým PLLA (Mw∼13 700 g·mol−1) 

[151]. V naší studii však byl použit PLA s Mw∼182 000 g·mol−1 a PMMA s Mw 

159 000 g·mol−1, což by mohlo vysvětlovat rozdíly ve výsledcích obou studií. 

Přítomnost BAL v mikrosférách mírně ovlivnila jejich výslednou velikost. Tento 

jev je tedy pravděpodobně způsoben rozdílnými viskozitami polymerních roztoků 

s a bez obsahu BAL, což koresponduje s dříve publikovanými pracemi [149, 150]. 

Tabulka 2 Charakterizace připravených mikrosfér 
 

Vzorek PDI Dx50 (µm) 
EE 

(%w/w) 

Koncentrace 

BAL (mg·g−1) 

PLA 2,14 9,50 ± 0,09 - - 

PLA/LIN 2,41 7,58 ± 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 45,5 ± 5,5 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 1,66 ± 0,01 69,7 ± 9,2 139,3 ± 18,4 

PMMA/ANE 1,99 2,10 ± 0,01 44,5 ± 4,3 88,9 ± 8,7 

PLA/PMMA 25:75 1,57 2,51 ± 0,01 - - 

PLA/PMMA/ALY 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/PMMA/ALY 75:25 2,21 4,63 ± 0,01 61,5 ± 1,4 123,0 ± 2,8 

Studium morfologie mikrosfér 

Na obrázku 13 jsou zobrazeny snímky připravených mikrosfér před  

a po hydrolýze. Pomocí SEM bylo možno pozorovat sférický tvar a hladký povrch 

mikrosfér, nicméně u každého vzorku byla vidět určitá míra jejich aglomerace 

(viz obr. 13 A-F). U vzorků mikrosfér (obr. 13 A-C) nebyl pozorován významný 

vliv rozdílného poměru PLA/PMMA na jejich morfologii. 

Na obrázku 13 D-F jsou zobrazeny mikrosféry po hydrolýze, která probíhala 

po dobu 96 hodin, při 37 °C v 1M NaOH. Bylo potvrzeno, že s rostoucím 

množstvím PLA v polymerní směsi dochází k vyššímu rozpadu mikrosfér, což je 



29 
 

viditelné zejména na obrázku 13 F. Tato skutečnost má významný vliv na kinetiku 

uvolňování enkapsulované BAL (viz diskuze níže). 

 

Obr. 13 SEM snímky mikrosfér s různými poměry PLA a PMMA. Mikrosféry 

PLA/PMMA 25:75 (A), PLA/PMMA 50:50 (B) a PLA/PMMA 75:25 (C)  

a mikrosféry po hydrolýze v 1M NaOH, (PLA/PMMA 25:75 (D), 

PLA/PMMA 50:50 (E) a PLA/PMMA 75:25 (F)). Měřítko je shodné pro 

všechny snímky (viz F).  

Termická analýza mikrosfér 

Vzájemné interakce obou polymerů a ANE byly sledovány metodou DSC, 

pomocí které lze detekovat nadmolekulární změny v systému. Ty mohou mít 

významný dopad na výsledné chování mikrosfér (např. kinetiku uvolňování).   

Pomocí DSC (tabulka 3) byla u PLA mikrosfér bez obsahu BAL zjištěna 

hodnota přechodové oblasti Tg1 55,29 °C, následovaná píkem studené krystalizace 

při 116,84 °C a rovněž byl pozorován maximální endotermický pík při 149,87 °C  

(Tm PLA). Naproti tomu mikrosféry PMMA bez obsahu BAL byly zcela amorfní 

a hodnota Tg2 činila 104,79 °C.  

Bylo rovněž zjištěno, že v důsledku přítomnosti ANE v mikrosférách došlo ke 

snížení hodnoty Tg u obou polymerů, přičemž u PMMA byl pozorován výraznější 

pokles této hodnoty (o 46,7 %), zatímco u PLA došlo k poklesu Tg1 o 30,2 %  

(viz tabulka 3). Možným zdůvodněním může být fakt, že složky EO působí jako 

plastifikátor a zvyšují tak volný objem polymerních řetězců, což je v souladu 
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s jinou studií [141]. U vzorku s obsahem ANE byl rovněž zaznamenán posun 

nástupu studené krystalizace PLA směrem k nižší teplotě, což opět poukazuje na 

plastifikační efekt ANE, který umožňuje PLA snáze krystalizovat. 

Při DSC analýze (viz tabulka 3) byly pozorovány hodnoty Tg PLA (Tg1) 

i PMMA (Tg2), což poukazuje na nemísitelnost obou polymerů. Tento závěr se 

koreluje s výsledky výzkumu Perese a kol. [151]. U vzorků PLA/PMMA 25:75, 

50:50 a 75:25 lze pozorovat hodnoty Tm PLA, který se nepatrně posouval k 

vyšším teplotám spolu s rostoucím množstvím PLA v systému. Se zvyšujícím se 

poměrem PLA byl rovněž pozorován nárůst hodnoty entalpie ΔHc a ΔHm. 

Velikost ΔHm je přímo úměrná obsahu krystalického podílu ve struktuře 

materiálu. Tyto hodnoty však byly výrazně nižší než u čistého PLA. U vzorků 

polymerních směsí je rovněž patrné zvýšení hodnot Tg1 a Tcc v porovnání s čistým 

PLA. PMMA totiž mohl pravděpodobně iniciovat nukleační proces. Z výsledků 

DSC analýzy také vyplývá, že při zvyšující se koncentraci PMMA v polymerních 

směsí dochází ke zvýšení hodnot Tg1. PMMA má ve srovnání s PLA vyšší teplotu 

Tg a zvyšuje tak tuhost systému. 

Tabulka 3 Termické vlastnosti mikrosfér (DSC analýza) 

Vzorek 
Tg1 

(°C) 

Tg2 

(°C) 

Tm 

(°C) 

Tcc 

(°C) 

∆Hm 

(J·g−1) 

∆Hc 

(J·g−1) 

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 -1,97 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 

* Nelze jednoznačně určit, jelikož Tg je pravděpodobně překryta Tcc  

Stanovení účinnosti enkapsulačního procesu u připravených mikrosfér 

Tabulka 2 zobrazuje koncentrace složek EO, a zároveň procentuální účinnost 

enkapsulačního procesu (EE) v polymerních mikrosférách, která se pohybovala 

mezi 44,5 a 81,7 hm. %. Nejvyšší hodnota EE byla pozorována u mikrosfér  

s obsahem LIN, zatímco nejnižší hodnotu EE vykazovaly mikrosféry  

s enkapsulovaným ANE. To je důsledkem rozdílných fyzikálně-chemických 

vlastností použitých EO. LIN vykazuje částečnou rozpustnost  

ve vodě (1,589 g.l-1) oproti nerozpustným ANE a ALY [153, 154]. To ukazuje na 

zvýšenou polaritu LIN, a tedy i na potenciálně vyšší kompatibilitu s relativně 

polárními polymerními matricemi PLA a PMMA. Tyto výsledky korespondují se 

zjistěními uváděnými na straně 23-26 (obr. 10-12) této práce.   
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Z výsledků stanovení EE také vyplývá, že s rostoucím obsahem PLA ve směsi 

PLA/PMMA dochází k poklesu hodnot EE. Jednou z příčin tohoto jevu může být 

přítomnost krystalických oblastí PLA, které mohou snižovat sorpci BAL, nebo 

fungovat jako nepropustné bariéry pro difúzi skrze polymer [155]. Jak bylo 

publikováno v jiných výzkumech, míra sorpce pro danou látku často souvisí  

s množstvím amorfního polymeru ve směsi [134, 156].  

Antibakteriální vlastnosti mikrosfér 

V případě stanovení AA u mikrosfér byla zaznamenána 100% AA proti 

testovaným bakteriím pouze s výjimkou vzorku PLA/LIN. U tohoto vzorku 

nedošlo k inhibici růstu bakterie Staphylococcus aureus, což je v souladu se studií 

Suppakula a kol., kde byla také potvrzena vyšší AA kompozitu obsahujícího ALY 

ve srovníní s kompozitem obsahujícím LIN [40]. Tyto výsledky rovněž 

korespondují s výsledky z okruhu I a i s výsledky dalších studií [128, 157, 158].  

Strukturní analýza mikrosfér 

Pro studium struktury připravených mikrosfér byla použita metoda FTIR 

spektrometrie. Analyzovány byly mikrosféry: PLA, PLA/ALY, PMMA, 

PMMA/ALY, PLA/PMMA 25:75, PLA/PMMA 50:50, PLA/PMMA 75:25 a 

PLA/PMMA 25:75 (po hydrolýze). U mikrosfér na bázi PLA i u vzorků mikrosfér 

PMMA byly pomocí FTIR pozorovány charakteristické absorpční pásy. Po 

čtyřech dnech hydrolýzy se spektrum polymerních směsí shodovalo se spektrem 

čistého PMMA, což je v souladu s výsledky SEM analýzy (PLA byl zcela 

hydrolyzován). Ve vzorcích obsahujících ALY byla oproti vzorkům bez obsahu 

BAL pozorována přítomnost dalšího absorpčního pásu, které náleží vibraci 

aromatického kruhu [159]. 

Uvolňování BAL z polymerních mikrosfér 

Na obrázcích 14 a 15 jsou zobrazeny grafy uvolňování BAL z mikrosfér.  

Během experimentu bylo pozorováno počáteční rychlé uvolnění BAL  

tzv. „burst“ efekt [160, 161], ke kterému došlo v důsledku absorpce BAL  

na povrchu mikrosfér a v jeho blízkosti (obr. 14 a 15). Nicméně ve druhé fázi již 

bylo zaznamenáno pomalé pozvolné uvolňování BAL rozptýlených v matrici 

polymeru, které může být způsobováno obecně několika mechanismy: difúzí 

BAL skrz polymer, botnáním polymeru nebo degradací polymeru [162–164]. 

Porovnáváním uvolňovacích profilů BAL (viz obr. 14) bylo zjištěno,  

že mikrosféry s nižší EE (viz tabulka 2) uvolňují tyto látky rychleji než mikrosféry 

s vyšší EE (mikrosféry s obsahem LIN). U mikrosfér PMMA/ALY došlo po 7 

hodinách k uvolnění zhruba 57 hm. % enkapsulovaného ALY. Naproti tomu za 

stejný čas bylo ze vzorku PMMA/LIN uvolněno 25 hm. % enkapsulovaného LIN. 
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Hosseiny a kol. publikovali ve své studii obdobné výsledky [165]. V případě 

polymerní směsi PLA/PMMA byla rychlost uvolňování ALY pomalejší u 

mikrosfér s vyšší koncentrací enkapsulovaného ALY (vyšší EE) (viz obr. 15). 

Bylo rovněž zřejmé, že BAL byly rychleji uvolňovány z PMMA mikrosfér. V 

případě migrace BAL z polymeru do vodného média hrají zásadní roli parametry 

zahrnující afinitu BAL k matrici polymeru a afinitu BAL k vodnému médiu. 

Hildebrandovy parametry rozpustnosti poskytují odhad stupně interakce mezi 

jednotlivými materiály. Materiály s podobnými hodnotami vykazují vyšší míru 

interakce. Avšak porovnáváním parametrů rozpustnosti dle Hildebranda nebyl 

shledán významný vliv chemické struktury BAL a polymerní matrice [166, 167].  

Rychlost uvolňování BAL mohla být také ovlivněna fyzikálními faktory, mezi 

které lze zařadit např. podmínky při vlastní přípravě mikrosfér, a nebo jejich 

velikost. Obecně totiž platí, že menší mikrosféry uvolňují enkapsulovanou BAL 

rychleji a v kratším čase, a to z důvodu jejich většího poměru povrch:objem. 

Podobný výsledek byl popsán i jinou studií [162]. Kompletní uvolnění BAL však 

nebylo zaznamenáno u žádného vzorku, což naznačuje silnou interakci mezi 

složkami EO a polymerní matricí. Stejný závěr byl prezentován ve studii 

zabývající se enkapsulací thymolu do PLA [168]. 

 

 
Obr. 14 Uvolňování BAL z PLA a PMMA mikrosfér do vodného média 
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Obr. 15 Uvolňování ALY z PLA/PMMA mikrosfér do vodného média 

Shrnutí okruhu II 

Byly připraveny mikrosféry na bázi PLA, PMMA a jejich směsí s obsahem 

BAL (LIN, ALY, ANE) přírodního původu.  

Metodou laserové difrakce byla určena velikost mikrosfér, která se pohybovala 

v rozmezí 1,5 až 9,5 µm. Vyšší velikost byla pozorována v případě PLA, což 

mohlo být způsobeno jeho vyšší molární hmotností v porovnání s PMMA. 

Pomocí SEM byl pozorován sférický tvar a hladký povrch mikrosfér. S 

rostoucím množstvím PLA v PLA/PMMA směsi byl pomocí SEM pozorován 

také vyšší stupeň rozpadu mikrosfér, což mělo za následek rychlejší uvolňování 

BAL z polymerní směsi. Tyto výsledky se shodují s výsledky FTIR analýzy. 

Pomocí metody GC/MS byly zjištěny hodnoty EE v rozmezí 44,5–81,7 hm. %, 

přičemž nejvyšší hodnoty byly pozorovány v případě mikrosfér s obsahem LIN. 

Bylo potvrzeno, že EE může být ovlivněna krystalizačními oblastmi polymeru. 

DSC analýza potvrdila přítomnost dvou přechodových oblastí Tg, což 

poukazuje na nemísitelnost PLA s PMMA. Rovněž byl pozorován pokles hodnot 

Tg a Tm u mikrosfér s obsahem BAL, která zde zřejmě působila jako plastifikátor. 

Z výsledků mikrobiologického testování byla zjištěna vysoká AA připravených 

mikrosfér proti růstu Escherichia coli a Staphylococcus aureus. 
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ZÁVĚR 

Disertační práce byla zaměřena na připravu a charakterizaci materiálových 

systémů a procesů pro efektivní modifikaci vybraných polymerů pomocí 

přírodních složek EO (linalool, trans-anethol, estragol) za použití konvenčních 

zpracovatelských technik (termoplastické zpracování, enkapsulace v polymerním 

roztoku) s cílem získání nových a aplikačně relevantních polymerních systémů 

vykazujících antibakteriální a senzoricky přijatelné vlastnostni. Experimentální 

aktivity byly zaměřeny na dvě stěžejní oblasti zahrnující využití polyolefinické 

matrice (LDPE) a polymerů na bázi biorozložitelného polyesteru (PLA)  

a polymeru akrylátového typu (PMMA). Materiálová nekompatibilita složek EO 

a jejich nízká odolnost vůči vysokým teplotám a vůči oxidaci byla vyřešena 

pomocí zpracovatelského mezikroku jejich imobilizace na pevné nosiče  

a popřípadě jejich enkapsulací. 

V rámci dílčích experimentálních aktivit bylo dosaženo následujících výstupů: 

 byla vyvinuta a optimalizována metoda GC/MS a Py/GC/MS pro 

analytické stanovení BAL v polymerním systému, 

 byly imobilizovány tři složky EO (LIN, ANE, ALY) na tři různá plniva 

(MS. TC, WF), přičemž byly popsány faktory, které tuto imobilizaci 

ovlivňují a dále byly termoplastickým způsobem inkorporovány  

do LDPE, 

 byla provedena technika enkapsulace složek EO do matric PLA, PMMA 

a jejich směsí, 

 pro účely popisu kinetiky uvolňování složek EO (LIN, ANE, ALY)  

z polymerních mikrosfér do vodného prostředí byla vyvinuta metoda 

jejich stanovení pomocí metody GC v kombinaci s metodou SPME, 

 u připravených BPS byla stanovena antibakteriální aktivita proti 

grampozitivním (Staphylococcus aureus) i gramnegativním 

bakteriálním (Escherichia coli) kmenům, 

 vliv modifikace polymerních matric pomocí složek EO byl hodnocen 

mechanickou, termickou, morfologickou a strukturní analýzou. 

 

Získané výsledky byly publikovány v impaktovaných časopisech a využity pro 

návazné projekty aplikovaného výzkumu.  
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PŘÍNOS PRO VĚDU A PRAXI 

Předložená disertační práce přináší možné přístupy k antibakteriální modifikaci 

polymerů za využití v současnosti preferovaných BAL přírodního původu. Tato 

práce představuje multidisciplinárně orientovanou výzkumnou práci zasahující 

obory makromolekulární a analytické chemie, materiálové inženýrství  

a mikrobiologie. 

Připravené polymerní systémy mají vysoký potenciál pro různé oblasti 

průmyslu, především však pro obalový průmysl. Obalové systémy s vysokou 

užitnou hodnotou umožní efektivnější a delší uskladnění např. potravin  

a kosmetických produktů. 

Praktický přínos této práce lze nalézt v metodě a popisu imobilizace složek EO 

na pevné nosiče. Poznatky z této metody přispěly k dosažení výstupů 

aplikovaného výzkumu, který vznikl v rámci projektu TAČR TG03010052.  

V průběhu dílčího projektu 04/1/2016/GAMA s názvem “Aditiva pro hygienizaci 

zpracovatelských procesů polymerních recyklátů a pryží“, byl získán užitný vzor 

i funkční vzorek. V roce 2018 byla k danému výsledku uzavřena licenční smlouva 

s průmyslovým partnerem.  

Dalším projektem, ve kterém byla využita metoda adsorpce BAL na pevné 

nosiče, byl projekt ZÉTA TJ01000329 zabývající se přípravou senzoricky 

aktivních polymerních koncentrátů obsahujících produkty pokročilých extrakcí 

vybraných rostlin.  

V rámci projektu ZÉTA TJ01000330 s názvem “Nové stabilizátory pro plasty 

na bázi přírodních bioaktivních látek“ byly využity poznatky publikované v rámci 

této disertační práce. Projekt byl zaměřen na využití BAL betainu izolovaného  

z červené řepy, který má po jeho imobilizaci na pevný nosič sloužit k antioxidační 

ochraně elastomerů a polyesterů.  

Další přínos lze nalézt také v zavedení metodiky stanovení použitých BAL 

pomocí metody Py/GC/MS, díky které není nutno podrobit vzorky časově velmi 

náročné extrakci. 

Díky současné zvýšené poptávce po biodegradovatelných polymerech se PLA 

stává jednou z velmi zajímavých alternativ plastů na bázi ropy. Vylepšení 

vlastností PLA pomocí antibakteriální přísady, popř. jeho smísením s dalším 

polymerem (PMMA) může dále zvýšit jeho použitelnost na trhu. Lze tedy 

konstatovat, že připravené mikrosféry s antibakteriální aktivitou a možností 

dosažení řízeného uvolňování mohou být potenciálně aplikovatelné  

např. ve farmaceutickém průmyslu nebo i ve zdravotnictví. 

Přínosem pro školitelské pracoviště jsou i publikační aktivity vzniklé v rámci 

této práce a prezentace dosažených výsledků na odborných konferencích. 
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