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lzhodisca

* Cel.Krog: »lzkoris€anje potenciala biomase za razvoj naprednih materialov
in bio-osnovanih produktov«

» Skupina za mikrokapsuliranje: mikrokapsuliranje protimikrobnih snovi za
embalazo in / ali etiketne papirje

 Namen raziskave: razvoj mikrokapsulirane oblike naravne ucinkovine
(etericnega olja) s protimikrobnim ucinkovanjem - funkcionalni dodatek v
papirni in kartonski embalazi
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Mikrokapsuliranje - novi patenti in znanstveni Clanki

B Scientific articles - Web of Science
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Zakaj mikrokapsuliranje ?

NAMENI
MIKROKAPSULIRANJA
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Zdravila, FFS, disave, dodatki za hrano,
kozmetiko

Biotehnologija, medicina

Samokopirni papir, lepila, barvila,
protimikrobna sredstva

Temperaturni indikatorji, deodoranti
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Etericno olje Cymbopogon citratus (EOC)
(limonska trava, lemon grass, citronella)
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Objavljene studije o EOC

* Uporaba v prehrani, farmaciji, kozmetiki; repelent, blago FFS
(LD50 oralno za podgano 7200 mg/kg)

* Protimikrobno ucinkovanje na bakterije, kvasovke v hrani,
plesni na zitih

/ | * Sinergisticno delovanje EOC v kombinaciji z antibiotiki
| (kloramfenikol, tetraciklin, eritromicin) na patogene gram-
negativne bakterije

EOC izboljsa ali obnovi bakterijsko obcutljivost za antibiotike -
blokira bakterijske izlivne Crpalke, vpletene v odpornost na
antibiotike

* Antioksidativnho delovanje, odstranjevanje prostih radikalov,
citoprotektivni ucinki




Zakaj mikrokapsuliranje EOC ?

 eteri¢na olja so hlapna (kratkotrajno ucinkovanje)

* tekoca, hidrofobna (manj primerna za vkljucevanje v
izdelke iz papirja in kartona)

* oblike za zascito in podaljSano/kontrolirano sproscéanje:
mikrokapsule in mikrosfere, nanokapsule in nanosfere,
liposomi, emulzije, geli ali molekulsko vkljuCevanje




EKSPERIMENTALNI DEL

Postopki izdelave mikrokapsul

in situ polimerizacija melamin-formaldehidnih predkondenzatov, modifikator
poliakrilna kislina

emulzijska polimerizacija aminoaldehidnih smol
emulzifikacija in izparevanjea topila, etilcelulozna ovojnica

kompleksna koacervacija, ovojnica zelatina-karboksimetilceluloza ter zelatina
-gumi arabika

preprosta koacervacija, ovojnica hitozan



Mikrokapsuliranje po postopku in situ polimerizacije

* polikondenzacija monomerov ali predkondenzatov na povrsSini
emulgiranih jeder v emulziji O/V

* modifikator emulgira in usmerja reakcijo polimerizacije, da
poteka le na povrsini kapljic

1. Voda + aminoaldehidni 2. Emulgiranje olja 3. Polikondenzacija 4. Utrjevanje ovojnice in
predkondenzat + (emulzija O/V) (dvig temperature) odstranjevanje
modifikator preostankov monomerov




Mikrokapsule EOC po postopku in situ polimerizacije z aminoaldehidno ovojnico

* pravilne kroglaste oblike, majhne (1 do 9 pum)

* ovojnice trdne in neelasti¢ne, v kontaktu ohranjajo obliko

1Bk XE5E > ¢ { JSM-G068LY

vodna suspenzija in situ mikrokapsul, 400x in situ mikrokapsule, SEM 850x



Mikrokapsule EOC po postopku in situ polimerizacije z aminoaldehidno ovojnico

* sproscCanje vsebine: aktivacija z mehanskim pritiskom

.

18k ¥R . BB D JEM-cEcBEL
™

neaktivirane in situ mikrokapsule, 3000x in situ mikrokapsule z odprto ovojnico, SEM 6000x



Mikrokapsuliranje z emulzijsko polimerizacijo
aminoaldehidnih smol (Melapret PTS 70)

EOC

tanin




Mikrokapsuliranje po postopku koacervacije

delna desolvacija makromolekularnega koloida v emulziji O/V -
izloCi se koloidno bogata faza — ovojnica

Emulzija O/V

(1) Emulgiranje olja v
koloidni vodni
raztopini naravnega
polimera

Indukcija koacervacije

(2) Lotitev faz,
izlo€anje koloidno
bogate faze v
koacervatne kapljice

Tvorba ovojnice
e ©

-
o

(3) Koacervati se
nalagajo na oljna
jedra

Utrjevanje ovojnice

O
_

(4) Zamrezevanje
koacervatne ovojnice -
netopna, mehansko
odporna



Mikrokapsule po postopku kompleksne koacervacije,
ovojnica zelatina-karboksimetilceluloza

* velikost 10 do 90 um

* ovojnice iz naravnega materiala, prozorne in elasticne; ob stiku in susenju se kroglaste oblike prilagodijo

Vodna susupenzija mikrokapsul Osusene mikrokapsule na steklu Elektronski vrsti¢ni mikroskop -
(svetlobni mikroskop, 100 x) (svetlobni mikroskop, 100 x) SEM, 500x



Mikrokapsule po postopku kompleksne koacervacije,
ovojnica zelatina-karboksimetilceluloza

* sproscanje vsebine z mehanskim pritiskom

.o 1Bk Y xooa e T JeM-ce60LY

premaz mikrokapsul
brez aktivacije / po mehanski aktivaciji (SEM, 900x)
(svetlobni mikroskop, 100x) ’

mikrokapsula z odprto ovojnico



Mikrokapsule po postopku kompleksne koacervacije (brez emulgatorja),
ovojnica zelatina-gumi arabika

e velikost 50 do 150 um

* ovojnice iz naravnega materiala, prozorne in elasticne; ob stiku in susenju se kroglaste oblike prilagodijo

* nizja viskoznost suspenzije

1-E858LY

V vodni suspenziji utrjene z glutaraldehidom utrjene s taninom,
(svetlobni mikroskop 100x) SEM, 100x SEM 200x



Mikrokapsule po postopku kompleksne koacervacije (emulgator SDS),
ovojnica zelatina-gumi arabika

* manjsa velikost 20 do 80 um

V vodni suspenziji Suhe
(svetlobni mikroskop 100x) (SEM 200x)



Mikrokapsule po postopku preproste koacervacije, ovojnica hitozan
(emulgator SDS)
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Mikrokapsuliranje po postopku emulzifikacije in
odparevanja topila, ovojnica etilceluloza

etilacetat - hlapno topilo, ki se ne mesa z vodo

emulzija raztopine etilceluloze v vodi - O/W, (c =2 ut.% in 4 ut.%)
povrsinsko aktivna sredstva: natrijev dodecil sulfat in Pluronic F-127 + dodajanje etanola

razli¢ni pogoji emulgiranja (3.000 — 10.000 obr/min)

HO CH,

CaHs

CH,

|
CoHs

Etilceluloza: netopna v vodi, stabilna na svetlobi
in vrocini, netoksi¢na, biokompatibilna, mehansko

primerna

etilcelulozne mikrokapsule (SEM)



Vpliv pogojev emulgiranja na velikost
etilceluloznih mikrokapsul

Velikost: .

* 5umdo0,2 um
40 <
30 -
8
g o 5.000 obr/min,
— emulgator SDS
10 +

1 T ¢ L) L)
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
velikostni razred [mikrometer]

8

[

£ 21 10.000 obr/min,
L emulgator SDS

1 e

1] v 13 L L T Ll L 1) A
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1,1 12 13 14
velikostni razred [mikrometer]

EMT= 100WV SignalA=SE2  Mx Signal » 00000 Zore Mag = 1000KX

WO=49mm  Apoerture Sae = 30 00 m

File Name = 2% Evosde 1% Oton ol 3K_0ant

EMY= 100KV SinalA =SE2 M Signai = 0 0000 Zone Mag = 000K X

WO = 45mm  Apertire Sizo = 30 00 ym

Fills Narme = 2% Etcel 1% Citon of 9K_051f

Oate 21 Ju 2017

[N

Dats

e 21 00 2017

[ I

3.000 obr/min,
emulgator SDS

6.000 obr/min,
emulgator SDS

9.000 obr/min,
emulgator SDS



Prermazi na papirju
z mikrokapsuliranim EOC



Premazi na papirju

Primer 1: nanos 2 g (suhe formulacije) /m?

* mikrokapsule EOC po postopku in situ polimerizacije

 etiketni papir (70 g/m?) in papir za gibko embalazo
(50 g/m?)

* premazovanje na laboratorijskem premazovalniku s
palico (raklom)

* formulacije mikrokapsul in skroba ali mikrokapsul in
CMCvrazmerjul:1in1:2(suho nasuho)

* koncentracija formulacije za nanos 2 g (suhe : ‘ ol o |
formulacije) /m? Mikrokapsule EOC na papirju,
SEM 1000x



Premazi na papirju

Premaz papirju: in situ mikrokapsule EOC, vezivo vodotopni Skrob, 2g/m?
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SEM, 500 x SEM, 2000 x



Premazi na papirju

Mehanska aktivacija mikrokapsul
Aktivacija in situ mikrokapsul EOC, postopek s 5 kg utezjo (2 potega)

Po aktivaciji, SEM 1000x Po aktivaciji, SEM 3300 x



Premazi na papirju

Poskus 2: nanos 30 g (suhe formulacije) /m?

mikrokapsule EOC po postopku in situ polimerizacije
* papir 52 g/m?

* premazovanje na laboratorijskem premazovalniku s
palico St. 8, hitrost 4

* suspenzija in situ mikrokapsul brez dodatkov

e suSenje v suSilniku na 110°C, 2 minuti

* dosegli nanos 30,20 g (suhe formulacije) /m?



Vgrajevanje
mikrokapsul v papirno maso



Vgrajevanje mikrokapsul v papirno maso

laboratorijski oblikovalnik listov

dodatek 5% in 10% in situ mikrokapsul EOC
glede na papirno maso (suho)

dodatek 0,3% kationskega retencijskega
sredstva (zeta potencial in situ mikrokapsul
-54,1mV)

vmesano v vlakninsko suspenzijo

susenje in kondicioniranje 24h pri
standardnih pogojih

zadrzevanje mikrokapsul EOC v papirni
masi 39% do 50% (5% in 10% dodatek)




Vgrajevanje mikrokapsul v papirno maso
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Mikrokapsule EOC v papirni masi — povrsina Mikrokapsule EOC v papirni masi — prerez
papirja (SEM 1200x) papirja (SEM 1500x)



Vrednotenje protimikrobne
ucinkovitosti



Dolo¢anje ucinka nekapsuliranega EOC na mikroorganizme

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Bacilus subtilis

Primer dolocitve ucinka EOC za S. cerevisiae na
papirju v petrijevkah z agarjem

Saccharomyces cerevisiae




Protimikrobni u€inek nekapsuliranega EOC
v odvisnosti od Casa izhlapevanja (T=50°C) — test na agarju v petrijevkah

EOC je protimikrobno ucinkovito

T=sobna T°C
V=10 pl
P=28,26mm2

* Nekapsulirano EOC izgubi
ucinkovitost zaradi izhlapevanja

* EOC je potrebno mikrokapsulirati v
neprepustne ovojnice

* Med postopkom mikrokapsuliranja
EOC zascititi pred izhlapevanjem

V= 10 pl

p-28,26mm2 3 (kratko emulgiranje, hitra tvorba
¢=31,4g/m2 < _ ovojnice)



Dolo¢anje minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) v tekoCem gojiscu

Testni mikroorganizmi: E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis in S. cerevisiae

Vzorci: suspenzije mikrokapsul EOC (neaktivirane)

Metoda: razredcCevanje 6 epruvet (1:5, 5 konc. + kotrola), inkubacija pri 37°Cv
temi, rezultat odcitan po 24h

Indikator respiracije celic TTC

N—\~ : reduction

Q \ Minimalna inhibitorna
N~
N NH .o .
@_{ v oot ®_< L i koncentracija (MIC): interval
N="Nor g N= med najnizjo koncentracijo
. | dehidrogenaza ..
cT N\ brez obarvanja in prvo
TTC (2,3,5-trifeniltatrazolijev klorid) Trifenil formazan koncentracijo z obarvanjem

K brezbarven rdede obarvan
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MIC suspenzij neaktiviranih mikrokapsul z EOC

Mikroorganizem

KK mikrokapsule zEOC
(kompleksna koacervacija)

ISP mikrokapsulez EOC
(in situ polimerizacija)

0,07%< MIC >0,014%

1,72 %< MIC >0,34%

g E. coli

0,07 %< MIC >0,014%

MIC >1,72%

-

- -
-

P. aeruginosa

0,07%< MIC >0,014%

MIC >1,72%

S. cerevisiae

1,72%< MIC >0,34%

MIC >1,72%

Suspenzija neaktiviranih G-CMC koacervacijskih mikrokapsul EOC znatno visji uCinek
protimikrobnosti — delno permeabilne ovojnice
In situ mikrokapsule EOC - ovojnice neprepustne, ni preostankov prostega EOC v

suspenziji




Vrednotenje ucinkovitosti premazov na papirju - nanos 2 g/m?

* dolocanje aerobnih mezofilnih bakterij
* nepremazane papirne matrice in papirji premazani s formulacijami in situ mikrokapsul EOC, 2 g/m?
e pred in po aktivaciji, listi¢i 1 x 1 cm na agarju

B. subtilis E. coli

* rezultat podan kot Stevilo mikroorganizmov, ki so sposobni tvoriti kolonije CFU / g
* ni bilo signifikantnih razlik: 2 g/m? je premajhen nanos aktivne ucinkovine



Vrednotenje ucinkovitosti premazov na papirju - nanos 30 g/m?

* vzorci premazanega papirja (nanos 30g/m?) na pokrovcku zaprte petrijevke
 E.coliinS. cerevisiae
» aktivacija papirja — poteg s sterilno palcko, petrijevka takoj zaprta

Pri nanosu 30g/m? je opazna razlika
med nepremazanim papirjem (levo) in
z mikrokapsuliranim EOC premazanim
aktiviranim vzorcem papirja (desno).

V nadaljevanju:

* |zpopolnitev metode testiranja

 Kombinacija EOC z drugimi
ucCinkovinami

Nepremazan (levo) in premazan aktiviran papir (desno)
E. coli, ¢ =10* CFU (24h inkubacija)



Testiranje protimikrobne ucinkovitosti
dodatnih ucinkovin — dolocanje MIC

Minimalna inhibitorna koncentracija - ppm

E. coli P. aeruginosa B. subtilis S. cerevisae
Taninska kislina 500< C >250 500< C >250 250< C >125 500< C >250
Kostanjev tanin 500< C >250 500< C >250 500< C >250 125< C >62,5
Srebrova raztopina C > 500 250< C >125 500< C >250 C > 500
Borov ekstrakt C > 500 C > 500 C > 500 C > 500




Zakljucki



5.

Zakljucki

lzdelali mikrokapsule EOC po petih razlicnih postopkih

Razlikujejo se glede na velikost, zgradbo in lastnosti ovojnice — primerne za razlicne

aplikacije

Za premazovanje na papir izbrane in situ mikrokapsule

Protimikrobna ucinkovitost premaza mikrokapsul EOC na papirju 30g/m?

Nadaljevanje raziskav:

dodajanje drugih protimikrobnih snovi za visjo (sinergisticno) protimikrobno ucinkovitost

vkljucevanje mikrokapsul v barierne premaze za doseganje vecfunkcionalnih lastnosti.
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