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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou imobilizace biologicky aktivnich
latek majicich pavod v syrovatce do matrice vodorozpustného polymeru za
ucelem pripravy antimikrobialniho systému pro potravinaiské aplikace.
Studovanymi bioaktivnimi latkami byly bakteriocin nisin a kyselina
mlé¢na v kombinaci s polyvinylalkoholem pro ptipravu f6lii a mikrosfér.
Mezi stézejni vystupy patii popis interakce polyvinylalkoholu s kyselinou
mlécnou v zavislosti na stupni hydrolyzy polymeru, nalezeni nového
zpusobu sitovani polyvinylalkoholu netoxickou dikarboxylovou kyselinou
a aplikace c¢tyt forem nisinovych modifikatord pro upravu hydrofilnich
polymernich matric.



ABSTRACT

This thesis deals with immobilization of biologically active compounds,
originating from whey, into matrix of water-soluble polymer for preparation
of antimicrobial systems with applicability in food industry. A bacteriocine,
nisin and lactic acid in combination with polyvinyl alcohol were studied for
preparation of antimicrobial foils and microspheres. The description
of polyvinyl alcohol-lactic acid interaction in dependence on hydrolysis degree
of the polymer, finding of novel way for polyvinyl alcohol crosslinking by
nontoxic dicarboxylic acid, and application of four nisin containing modifiers
into hydrophilic polymer matrices belong among key outputs of this thesis.



UvVOoD

Biologicky aktivni latky jsou neobyCejné rozsdhlou tematikou. Neustale
dochazi k objevovani novych biologicky aktivnich latek nebo se zjist'uji nové
biologické funkce jiz znamych latek. V soucasné dobé se rozviji trendy vedouci
K navratu pouzivani pfirodnich biologicky aktivnich latek ve vSech oblastech
dotykajicich se Zivota. Pfedev§im se jedna o oblasti potravinarského,
kosmetického a farmaceutického primyslu. Nyn¢j$i tendence v Zivotnim stylu
posouvaji vyuzivani pfirodnich biologicky aktivnich latek smérem k jejich
inkorporaci v polymernich matricich. Progrese polymert v zivoté je dana nejen
jejich materidlovymi vlastnostmi, ale pfedevS§im dostupnymi surovinovymi
zdroji a vyrobnimi postupy, coZ mélo za nasledek jejich Siroké uplatnéni v celé
fad¢ odvétvi. V piipad€ obalového primyslu ve znaéné mife levnéjsi a lehci
polymery postupné vytlacuji diive pouzivany kov, dievo ¢i papir [1, 2].

Vyvoj polymernich materidli byl ptivodné zaméfen na dosazeni co mozna
nejlepSich  vlastnosti mechanickych, chemickych a fyzikalnich, a tedy
I maximalni stalosti a odolnosti t€chto materialti v pfirodnim prostiedi. Nicméné
se zvysujici se produkci polymerti se také zvysSuji obavy o jejich ekonomickée
dopady na spole¢nost a vliv na zivotni prostfedi a lidské zdravi [1, 3]. Dnesni
zivotni styl, kdy maji lidé zdjem o Cerstvé potraviny z riiznych cizokrajnych
zemi, rozviji potfebu inovovat ¢i vyvijet nové obalové materialy s vyhodnéjSimi
vlastnostmi pro udrzeni potravin ve zdravotn¢ nezavadném stavu [4].
V poslednich letech také nartstd tsili vyvinout biologicky odbouratelné
kompozitni polymerni produkty zahrnujici pouziti takovych syntetickych
polymernich materiali, které 1ze za urcitych podminek lehce odbourat, aby byly
splnény pozadavky na ochranu Zivotniho prostfedi, multifunk¢éni vyuzivani
pfirodnich zdroji a aby bylo vyhovéno zvySenému tlaku souvisejicimu se
zptisnénim zakonu [5].

Polymerni obalovy material v potravinafském primyslu musi byt proto volen
tak, aby neobsahoval zdravi Skodlivé latky, které by se z n¢j mohly uvoliovat
a ani latky, se kterymi by potravinaisky produkt mohl jakymkoliv zplsobem
reagovat. V podstaté¢ musi obal zajiStovat zdkladni funkce, a to ochranu proti
mechanickému poskozeni, ochranu proti chemickym zméndm a mikrobialnimu
kaZzeni, kontrolu kvality, podavani informaci o produktu, transfer produktu,
bezpecnost, propagaci, ekonomi¢nost a tim vazbu na zivotni prostiedi [4, 6].
Pfed neddvnem se proto technologie obalového materidlu pouzivaného
V potravinaistvi zaméfila na polymery, které zprosttedkovavaji jiné funkce, nez
maji konvenc¢ni obaly. Takovym ptikladem mohou byt aktivni obaly. Jedna se
0 jeden z inovativnich konceptii baleni potravin, jakozto odezva na nartstajici
zajem spotiebitelt a poptavku trhu [7].



Tématika doktorského studia piimo navazuje na feSeni projektu Ministerstva
zemé&délstvi CR ¢. QJ1310254 — Vyzkum vyuZiti syrovatky, jako odpadni latky
mlékarenského primyslu, k produkci antimikrobidlnich sloucenin pro
modifikace hydrofilnich polymernich systémi s vyuzitim v kosmetickych
a medicinalnich aplikacich. Na zaklad¢ této rozvijejici se oblasti se disertacni
prace zabyva problematikou inkorporace biologicky aktivnich latek ziskanych
ve formé fermentacnich produktii syrovatky do polymerni matrice.



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky (BAL) jsou latky piirodniho nebo syntetického
puvodu, které specificky piisobi na zivé organismy. Jejich hlavnim znakem je
schopnost ucinku jiz pii nizkych koncentracich [8]. Predpoklada se pozitivni
uc¢inek BAL v podobé jak pfimého pusobeni (napft. latky majici pozitivni vliv na
metabolismus ¢loveéka) [9, 10], tak nepiimého pusobeni (napt. latky
s bakteriocidnim i¢inkem pro ochranu pied patogennimi mikroorganismy) [11].

Biologicky aktivni latky lze d¢€lit podle jejich aplikace do nékolika skupin.
Nejcasteji nachazi uplatnéni v ndsledujicich odvétvich:

a) potravinarsky prumysl (konzervacéni ¢inidla, nutri¢ni doplnkové latky, latky
upravujici organoleptické vlastnosti) [9-13];

b) zeméd¢lstvi (hnojiva, pesticidy) [14, 15];

c) zdravotnictvi (1é¢iva) [16-19].

V soucasnosti se do poptedi zajml dostavaji BAL ptirodniho pivodu, které
vznikaji primarné Vv rostlinnych, ale i zZivocisnych organismech. Proto se tato
prace dale zabyva antimikrobidlnimi BAL, které se vyskytuji v piirodnich
zdrojich.

BAL se mohou v pfirod¢ vyskytovat také jako sekundarni metabolity rostlin,
mikroorganismi ¢1 zZivocichi. Jejich UCinky jsou Siroke, avSak za zminku stoji
jejich efekt antimikrobialni, antioxida¢ni ¢i analgeticky. Nicméné nevyhodou
takovych BAL je problém s jejich Cistotou a nutnosti standardizace. V mnoha
ptipadech se lze setkat s nekompatibilitou se zpracovatelskymi technikami
VvV primyslu. Pfedev§im se jedna o nizkou tepelnou stabilitu. Druhou skupinou
piirodnich biologicky aktivnich latek jsou mineralni latky, pfedevSim stopové
prvky, které 1ze vétSinou bez problémi v priimyslu zpracovat, aniZ by byla néjak
ovlivnéna jejich ucinnost. Mezi anorganické BAL patii i latky pouzivané
pro hnojiva a slouceniny vapnika (pfedevSim fosfore¢nany), které nachdzi sva
uplatnéni v medicin¢ [14, 20].

1.2 BAL z odpadu

V potravinafském primyslu a zemédélstvi jsou vyznamnym artiklem pro
ziskavani BAL zbytkové materialy zlstavajici po primarni produkci, které se
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mnohdy stavaji nezhodnocenymi odpady. Z rostlinnych vyrob to mohou byt
napt. zbytky ¢asti rostlin, z zZivoc¢isSnych se jedné predevsim o vyuziti vedlejSich
produktli z mlékarenské produkce.

BAL z odpadii rostlinného piivodu

Slouceniny s antimikrobialnimi a ¢asto mnoha dal$imi biologickymi G¢inky
se syntetizuji a akumuluji v rostlinnych pletivech, jakozto reakce na vnéjsi
podnét. Odtud se dale obecné ziskavaji extrakci [21]. Antimikrobialni aktivitu
V potravindisky vyznamnych rostlindich vykazuji chemicky rozdilné latky.
Hlavnimi skupinami jsou fenolové slouceniny, terpenoidni latky, derivaty
acetylenu, dusikaté heterocyklické slou€eniny a mnohé dal$i. Antimikrobialni
ucinek maji take nékteré¢ slouceniny tfazen€¢ mezi aromatické latky (napf.
jednoduché fenoly, které jsou slozkami silic, koufova aromata pouZivana k uzeni
potravin) [22]. Ptiklady BAL z produkce rostlinného ptivodu, odkud je 1ze ziskat
a jejich mozna aplikace je uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1: Vycet zakladnich skupin BAL z rostlinné produkce

Skupina latek Puvod Aplikace Zdroj

Alkaloidy Semena, listy, kira a Léciva [18, 22]
kofeny rostlin

Flavonoidy Lipovy kvét, nat’ Léciva [23, 24]
pohanky, kvét Cerného
bezu, hloh

Glykosidy Semena hoi¢ice, listy Léciva, Sladidlo [16, 19, 25, 26]
Safranu, stévie

Fenolické Pivovarnicka produkce  Antioxidacni a [27]
slouceniny antimikrobialni

aplikace
Terpenové Nadzemni ¢asti bylin Léciva, aromata, [28-30]
uhlovodiky antimikrobialni

obalovy material

BAL z odpadi ZivociSného puvodu

Odpady z zivocisné produkce, jako jsou kosti, srst ¢i klize, nejsou pfrilis
rozsifenym materialem pro ziskavani antimikrobialné plisobicich BAL. Vyjimku
takovych BAL zodpadd zivoc¢isného puvodu tvoii mlékarensky pramysl
s vyznamnou nadprodukci syrovatky. Tato prace se dale zabyva BAL, které 1ze
ziskat dalSim zpracovanim syrovatky — odpadu po vyrobé syru, tvarohu c¢i
kaseinl.
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1.3 Syrovatka jako zdroj BAL

Syrovatka je zlutozelena kapalina vznikajici jako vedlejsi produkt, ktery
zustava po vysrazeni mléka pii vyrobé syri, véetné tvarohti a kaseint [31-33].

Syrovatka obsahuje mimo fady hodnotnych proteini také laktézu, lipidy,
vitaminy (zeleno-nazloutlé zbarveni je zpisobeno ptitomnosti riboflavinu)
a mineralni latky (predevsim NaCl, KCIl a vapenaté soli) pochazejici z mléka,
avSak pifesné sloZzeni zavisi na metodach vyroby a ¢iSténi. Rozdily mezi
zastoupenim latek sladké a kyselé syrovatky jsou ziejmé z tabulky 2. Typické
slozeni syrovatky je uvedeno v tabulce 3 [34, 35].

Tabulka 2: Typické chemické slozeni sladké a kyselé syrovatky (uvedeno v g/l
syrovatky) [37, 38]

Syrovatka Proteiny Laktoza Mineralni latky
Sladka 6-10 46-52 2,5-4,7
Kysela 6-8 4446 4,3-7,2

Tabulka 3: Procentualni zastoupeni latek v syrovatce [39, 40]

SloZzka Koncentrace [%0]
Voda 93-94
Proteiny 0,9
Laktoza 4,7
Vitaminy (B, C, E) a 0,6
mineralni latky (Ca, Fe, K, P, Mg, Zn)
Kyselina mlécna, kyselina citronova, 0,3
rozvétvené fetézce aminokyselin a
lipidy

I pfes vyznamnou nutriéni hodnotu syrovatky je zde problém jeji
nadprodukce. V roce 2012 se jen v Evropské unii vyprodukovalo zhruba 83 mil.
tun [36]. Z ptivodné hodnotné suroviny se tak stava potencialni hrozba pro
zivotni prosttedi, ktera se promita 1 do zvySenych ekonomickych ndkladl jejich
producent.

Z mnoha studii vyplyva, ze zminované proteiny obsazené v syrovatce
vykazuji biologickou aktivitu. Pfedev§im diky obsahu téchto vyznamnych latek
a vysoké produkci se hledaji nova uplatnéni syrovatky vcetné téch s ptfidanou
hodnotou. Mimo potravinaistvi 1ze nachéazet uplatnéni také ve zdravotnictvi,
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farmaceutickém a kosmetickém primyslu [34, 35]. Pro vysoky obsah vody ma
syrovatka omezenou trvanlivost, proto se ve velké mife zpracovdva na
zahustény syrovatkovy koncentrat a suSenou syrovatku. Uvedené vyrobky se
krom¢& pouziti pii vyrobé krmiv vyuZzivaji v potravinaiském 1 farmaceutickém
prumyslu, jako aditiva v pekérenstvi a pifi vyrobé dietickych vyrobkad.
Ze syrovatky se izoluji bilkoviny albumin, globulin a rozkladné produkty
kaseinu. T¢zistém prumyslového zpracovani syrovatky je pak ziskavani
laktozy, ktera se vyuziva ve vyrob¢ détské vyzivy, galaktdozy a laktulozy,
v cukrovarnickém pramyslu, ¢i jako plnivo do tablet. V poslednich nékolika
letech zna¢né vzrostla poptavka po syrovatce, at’ uz jako suroviné pro
potravinové doplinky obohacené proteiny anebo prekurzoru pro vyrobu
bioplynu. Z ekonomického i ekologického hlediska je tedy ziejmé, ze syrovatku
nelze pouze ptimo vypoustét do odpadnich vod bez adekvatniho zuzitkovani,
jakym muize byt napft. jeji fermentace [33, 41-43].

Syrovatkové proteiny

Syrovatkové proteiny jsou globularni molekuly, které zistavaji v séru mléka
po vysrazeni kaseinu. Tvoii zhruba 17-20 % z celkovych proteini kravského
mléka (tabulka 4) a obsahuji pét hlavnich proteinovych frakci, u kterych je
dokazana biologicka aktivita:

a) B-laktoglobulin (B-Lg) — I kdyzZ je pfevazujicim proteinem syrovatky (tvori
57 % proteinli syrovatky; molarni hmotnost 18,3 kDa), neni nejvice
biologicky aktivnim proteinem ve srovnani s dalSimi menSimi proteiny,
jakymi jsou imunoglobuliny a laktoferin. Nicméné B-Lg je bohatym zdrojem
esencialnich aminokyselin. Krom¢ toho ma potencial modulovat lymfatické
odpovédi, tedy hraje dllezitou roli v obrannych imunitnich funkcich téla proti
infekcim a Sifeni nadort.

b) a-laktalbumin (a-La) — Druhy nejvice prevladajici protein syrovatky (19 %
ze vSech syrovatkovych proteinli; molarni hmotnost 14 kDa) je bohatym
zdrojem tryptofanu. Bylo prokazano, ze zlepSuje kvalitu spanku a kognitivni
vykon pii stresu prostiednictvim tvorby neurotransmiteru serotoninu. a-La
muize také wusnadnit vstfebavani minerdlli a vyvijet antibakteridlni
a imunomodulacni 0¢inky. Klinické studie prokazaly pii jeho uZivani
vyznamné snizeni deprese a zlepSeni vizualni paméti. a-La je bohaty na
esencialni a semiesencialni aminokyseliny a je dominantni protein
matefského mléka. Vysoky obsah cysteinu posiluje imunitni systém
a podporuje hojeni ran.

c) glykomakropeptid (GMP) — Jedna se o hydrofilni peptid k-kaseinu, ktery se
uvolnuje ze syrovatky pii vyrobé syrt pisobenim chymozinu. GMP tvoii asi
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15 % z proteint syrovatky. GMP ma n€kolik zajimavych technicko-funk¢nich
vlastnosti, jako je Siroky rozsah pH rozpustnosti, emulgacni vlastnosti, pénici
schopnosti, které jsou prokazatelné slibné pro pouziti v potravinaiském
pramyslu a vyzive, dale hraje roli pii detekci syrovatky pii falSovani mléka
a mléénych vyrobkil. RovnéZz je unikatni tim, Ze neobsahuje fenylalanin,
tryptofan a tyrosin, ale naopak ma vysoky obsah vétvenych aminokyselin,
véetné leucinu, isoleucinu a valinu.

d) proteozo-peptony — Jedna se o tepelné stabilni proteinové frakce rozpustné
v kyselinach. Jejich podil v kravském mléce piedstavuje piiblizn¢ 10 %
Z celkovych syrovatkovych protein.

e) imunoglobuliny — Imunoglobuliny podporuji aktivitu imunitniho systému
a predpoklada se, ze také podporuji zdravé a efektivni funkce stiev [37, 39,
44-48].

Tabulka 4: Primérné slozeni biologicky aktivnich latek syrovatky [37, 45, 49,
50]

SloZka syrovatky Koncentrace [mg/l]
B-Laktoglobulin 3,2
a-Laktalbumin 1,2
Glykomakropeptid 1,2
Proteozo-peptonova frakce 1,1
Imunoglobulin G 0,7
Bovinni sérum albumin 0,4
Laktoferin 0,06
Imunoglobulin A 0,04
Imunoglobulin M 0,04
Laktoperoxidaza 0,03
Lysozym 0,0004

Mezi dal§i mén¢ zastoupené, avSak neméné vyznamné slozky syrovatky patii
bovinni sérum albumin, laktoferin, laktoperoxiddza a jiné neproteinové frakce,
jako je laktoza, mineralni latky, vitaminy a stopové mnozstvi mlécného tuku.
Hlavnimi komponenty kaseinu v mléce jsou a-kasein (a-S1 a a-S2), B-kasein
a k-kasein. Hlavni proteiny syrovatky, a-LA a B-Lg, se zdaji byt zodpovédné za
funkéni vlastnosti syrovatky, jako je pénéni a tvorba gelu [39, 51].

Syrovatkoveé proteiny maji mnoho vyhod vzhledem ke své vysoké nutrini
hodnot¢ a tedy jejich moznych aplikaci v potravinarskych vyrobcich.
Nevyhodou syrovatkovych proteint je jejich nestabilita pii tepelném zpracovani
nad 50 °C [51, 52].
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Formy syrovdtkovych proteinii

V zavislosti na pozadovaném pouziti a u¢inku, syrovatka mize byt pouzita
ve form¢ Cerstvé, pasterované tekuté, nebo ve formé kondenzovanych produktt
(syrovatkovy proteinovy koncentrdt — WPC, syrovatkovy proteinovy izolat —
WPI, nizkolaktézova syrovatka, hydrolyzované syrovatkové bilkoviny
a demineralizovanad syrovatka). Kondenzované formy zachovévaji zadouci
slozky, jako je obsah bilkovin, a obsahuji snizené mnozstvi zbytkovych slozek,
jako jsou laktoza a tuk [39].

WPC a WPI jsou vyrabény ze syrovatky pomoci ultrafiltrace, susenim,
rozprasovanim a odpafovanim [53]. WPC se sklada z piiblizné 34-85 %
bilkovin a malého mnozstvi laktozy, lipidi a mineralnich latek. WPI se sklada
z 90 % proteint a malého nebo zadného mnozstvim laktozy [39, 43, 54].

1.4 Antimikrobialni latky majici pivod v syrovatce

V poslednich letech jsou si spotiebitele védomi zdravotnich problémi
tykajicich se potravinarskych pfidatnych latek a zdravotnich pfinosi
,prirozenych® a ,tradi¢nich® potravin zpracovanych bez ptidavku chemickych
konzervacénich ¢inidel. Jednou z alternativ ke splnéni tohoto pozadavku jsou
bakteriociny, které jsou antimikrobidlni peptidy produkované spektrem
specifickych bakterii. Né&kdy piasobi proti ur€ité skupiné konkuren¢nich
organismil, jindy jejich Siroké spektrum aktivity pisobi jako obecnéjsi obranny
mechanismus [55, 56]. Druhou alternativou se jevi jednoduché organické
kyseliny.

Bakteriociny

Bakteriocin je definovan jako latka bilkovinného charakteru, ktera ma
baktericidni uCinky proti limitované skupiné organismi. Bakteriociny se
V potravinach bézné vyskytuji diky jejich produkci bakteriemi mlééného
kvaseni, naptiklad fermentaci mlé¢nych produktt [4, 57, 58]. Drider et al. [59]
rozdélil bakteriociny do tfi hlavnich skupin podle jejich genetické a biochemické
charakteristiky:

a) tiida I — lantibiotika (zastoupena nisinem) shromazd’uje tepelné stalé
peptidy s velmi nizkou molarni hmotnosti (<5 kDa). Tyto bakteriociny jsou
charakterizovéany pfitomnosti lanthioninu.

b) tfida II se sklada z malych termostabilnich peptidi (< 10 kDa) a je dale
rozdélena do tfi podtiid: Ila (pediocin a enterocin), Ilb (lactocin G) a llc
(lactocin B).
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c) tiida III je reprezentovana termolabilnimi peptidy s vysokou molarni
hmotnosti (> 30 kDa), jako je helveticin J [55, 60].

Bakteriociny ze syrovatky

V syrovatce se ptirozené vyskytuji bakteriociny, které do ni ptfechazi z mléka
pi1 vyrobé syrl, tvarohli ¢i kaseinll. Vyznamnym zéastupcem je globularni
glykoprotein laktoferin s molarni hmotnosti 80 kDa nebo jemu podobny
transferin. Prostfednictvim proteolytického $tépeni laktoferinu mohou vznikat
peptidy, u kterych byly zjiStény baktericidni 0¢inky pifedev§im proti
grampozitivnim bakteriim. Jedna se pfedevsim o laktofericin B, ktery vykazuje
antimikrobidlni aktivitu proti zastupcim grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii. Dale se jedna o laktofericin C a laktofericin M, u kterych byl zjistén
vliv i na E. coli [51]. Dalsim vyznamnym zastupcem je laktoperoxidaza, ktera se
Vv syrovatce vyskytuje v koncentraci az 0,03 mg/1 [37].

Bakteriocin z fermentaénich produktia syrovatky — nisin

Nisin (obr. 1) objeveny vroce 1928 je antimikrobidlni peptid nejcastéji
testovany ve filmech bud’ jako jedina antimikrobialni latka [52, 61-64] nebo
ve spojeni s jinymi antimikrobialnimi biologicky aktivnimi latkami [65-69].
Jedna se o ve vodé rozpustny polycyklicky antimikrobialni peptid produkovany
pfedev§im Dbakterii Lactococcus lactis subsp. lactis a ptsobi proti
grampozitivnim mikroorganismiim. Je tvoren v péti pfirodnich variantach: A, Z,
Q, F (produkovany L. lactis) a U (produkovany Streptococcus uberis). Tyto
varianty se od sebe liSi zménou nékolika aminokyselin v zadkladni struktuie
fetézce [56, 70-74].

Nisin 5
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Obr. 1: Struktura nisinu A (Dha — dehydroalanin; Dhb — dehydrobutyrin; S —
thioéterovy miistek) [75]

Nisin je jednim z prvnich popsanych bakteriocinii a v roce 1968 byl uznany
za bezpecny biologicky konzervacni ¢initel potravin Organizaci pro vyzivu
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a zeméd¢elstvi FAO (Food and Agriculture Organization) a Svétovou
zdravotnickou organizaci WHO (World Health Organization). O dvacet let
pozd&ji byl Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA (Food and Drug
Administration) oznacen za ,,generally recognized as safe — GRAS* (v§eobecné
povazovan za bezpecny) [4, 57, 58, 76].

Dlvodem rostouciho z4jmu o nisin, jakoZto antimikrobidlniho c¢inidla
ve filmech, je jeho relativné ustdleny regulacni status potravinaiské piidatné
latky. Avsak cil inhibovat nezadouci mikroorganismy v potravinach k tomuto
pravdépodobng¢ také ptispiva [77].

Vyhlaska ¢. 235/2010 Sb. povoluje pouziti nisinu do potravin jako ptidatnou
latku pod oznacenim E 234 [78]. Komeréné je vyuzivan pii vyrobé syru.
Navzdory velkému poctu experimentéalnich studii pouziti nisinu v obalovém
materidlu existuje jen malé komercni vyuziti v této oblasti. Je to z diivodu ztraty
jeho aktivity pii bézné zpracovatelské technologii polymert a vysoké cené [4].

Obecné¢ se nisin vyrabi pomoci fermentace média (napf. mléka nebo
syrovatky) pomoci bakterialnich kmena (napt. Lactococcus lactis subsp. lactis).
Ziskana fermentacni plida se potom zahusti a odd¢li, susi rozpraSovanim a mele
za vzniku malych castic. Kone¢ny produkt obecné obsahuje prevahu pevnych
latek sestavajicich z mléénych bilkovin a soli: 74,4 % NaCl, 23,8 % sacharidy,
2,5 % nisinu a 1,7 % vlhkosti [56, 79]. Proto testované antimikrobialni povlaky
mohou uvolnovat mimo nisinu i dal$i zminéné latky, avsak jejich ptipadny vliv
na inhibici mikroorganismi nebyl studovan a predpoklada se, ze je jen zcela
minimalni ¢1 Zadny. Nisin miZe byt vmichan do obalového polymeru anebo byt
aplikovan ve form¢ prasku ¢i povlaku na povrch. V Evropé je Siroce pouzivan,
a prestoze ma schvaleni FDA jako ptidatna latka pro pifimé pouziti do potravin,
neni V USA ve velké mife pouzivan. Pro lepsi antimikrobialni G¢innost nisinu je
potfeba jeho miseni s dalSimi latkami. Vyzkumy jsou nuceny se pohybovat
ve sméru vysoce ufinnych kombinaci antimikrobidlnich latek a jejich cenové
efektivnosti. Pokud se antimikrobidlnim filmim nepodafi odstranit vysoky pocet
nezadoucich mikroorganismd, musi putsobit dal$i, post-zpracovatelska
bezpecnostni opatieni [80].

Kyselina mlé¢na

Kyselina mlé¢na (2-hydroxypropanova kyselina) je bezbarva nebo nazloutla
kapalina témét bez zapachu s kyselou chuti. Sestava ze smési kyseliny mlééné
(CsHgO3) a jejiho laktonu (CgH1oOs). Kyselina mlécna je hygroskopicka a pfi
koncentrovani varem kondenzuje a tvofi lakton kyseliny mlécné, ktery ziedénim
a zahfatim hydrolyzuje zpét na kyselinu mlé¢nou [81, 82].
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Kyselina mlé¢na hraje vyznamnou roli v mnoha biochemickych procesech. Je
to nejjednodussi hydroxylova kyselina s jednim asymetrickym uhlikem, proto
vytvafi dva optické isomery D a L (obr. 2). Kyselina mlécna vznika fermentaci
sacharidii bakteriemi mlé¢ného kvaSeni. N¢&které kmeny bakterii (napf.
Lactobacillus amylophilus, L. bavaricus a L. casei) piednostné produkuji
L-isomery, naopak napt. L. delbrueckii a L. acidophilus produkuji D-isomer
anebo jejich smés [38, 82-84].

O OH O OH
\ / \ /
¢ ]
HO—C—H H—(|3——OH
CH; CHj
a) b)

Obr. 2: a) L-, b) D-stereoisomery kyseliny mlécné [83]

Kyselina mlé¢na byla objevena v roce 1780 v kyselém mléce a v roce 1881
byla ziskana pomoci procesu fermentace, coz mélo za nasledek moznost jejiho
prumyslového vyuziti. Kyselina mlé¢éna je vyrabéna v primyslovém méftitku
od konce devatenactého stoleti. Ro¢ni svétova produkce v roce 2012 dosahla
kolem 259 tis. tun [85]. Muze byt pfipravena chemickou syntézou nebo
fermentaci mimo jiné syrovatkovych sacharidi; okolo 90 % svétové produkce je
vedena druhym zptsobem [81, 83]. Podminky pro fermentaci jsou rizné pro
kazdou primyslovou metodu, ale jsou obvykle v rozmezi od 45-60 °C a pH
5,0-6,5 pro Lactobacillus delbrueckii a 43 °C s pH 6,0-7,0 pro Lactobacillus
bulgaricus. Syntetizovana kyselina se neutralizuje hydroxidem vapenatym nebo
uhli¢itanem vapenatym. Fermentace trva za optimalnich laboratornich podminek
1 az 2 dny. Vytézek kyseliny mlécné po fazi fermentace je 90-95 hm. %
(vztazeno na pocateéni koncentraci sacharidi). Rychlost fermentace zavisi
pfedevSim na parametrech jako je pH, teplota, pocatecni koncentrace substratu
a koncentrace dusikatych Zivin. BéZny postup pro fermentacni vyrobu kyseliny
mlééné zahrnuje purifikaéni kroky, které jsou nezbytné pro dosaZeni Cisté
kyseliny mlé¢né. Alternativy k tomuto pramyslovému postupu jsou studovany.
Byly provedeny cetné studie na ciSténi kyseliny mlé€né pomoci nékolika
riznych technik separace zahrnujicich iontovou vyménu, extrakce, membranové
technologie, destilace ¢i elektrodialyzu. Schematicky je tento proces vyroby
znazornén na obrazku 3 [86, 87].
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Sacharid Voda Ca(OH)2 / CaCOs3

Fermentace bakteriemi mlééneho kvaseni

v
Laktat vapenaty

Odstranéni vapenatych slouéenin

¥
Hruba kyselina mlécna

Purifikace, zakoncentrovani

¥
Kyselina mlecna

Obr. 3: Schematické znazornéni priimyslové vyroby kyseliny mlécné [86]

Kyselina mlé¢na je predev§im pouZivana v potravinaiském primyslu pod
oznacenim E 270 jakoZto napt. regulator kyselosti. Hraje Ulohu pii vyrobé
jogurti a syra. Pi1 pfipravé jogurti je hlavnim produktem kofermentace
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus. V zavislosti na
pozadovanych senzorickych vlastnostech kone¢ného produktu se vyuziva ptimé
okyseleni kyselinou mlé¢nou, aby se zabranilo nebezpeci Sifeni nezadoucich
mikroorganismi [85]. Pokud jde o vyzivu zvifat, fizena mléna fermentace
zvySuje trvanlivost, chutnost a nutricni hodnotu sildze. Laktdt amonny je
vynikajici neproteinovy zdroj dusiku.

V kosmetickém primyslu se pouziva pii vyrob& hygienickych a estetickych
produktti, vzhledem k jeji hydrataci, antimikrobidlnim a omlazujicim G¢inkim
na kiizi. Ve farmaceutickém primyslu se pouziva jako dopln€k pifi syntéze
dermatologickych 1é¢iv a proti osteoporoze [85].

Kyselina mlé¢nd je také dilezitym prekurzorem pro syntézu polylaktidu —
biologicky rozlozitelného polyesteru, ktery je vyuzivan jednak pro vyrobu
kompostovatelnych obalti, ale i vysoce komplexnich vyrobkid s vyuzitim
ve zdravotnictvi a farmaceutickém prumyslu [83, 85, 88, 89].
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1.5 Polymery a jejich uplatnéni v potravinarském
priumyslu

Obecné se terminu polymer pouziva pro makromolekuldrni latky, které jsou
charakterizovany specifickymi vlastnostmi, pfislusejicimi molekuldm s dlouhou
fetézcovou strukturou. Prekurzory polymerd jsou monomery. Vyrobky
piipravené z polymerli se nachazi prevazné v tuhém stavu, ale v ur¢itém stadiu
zpracovani ve stavu kapalném, coZ umoziuje udélit budoucimu vyrobku finalni
tvar [80, 90]. Podle pivodu lze polymery obecné rozdé€lit do dvou skupin, a to
na ptirodni a syntetické.

Piirodni polymery

Ptirodni polymery jsou produkovany pfirozenymi procesy, jednd se tedy
0 organicky material v pfevazné mifre tvorici hmotu organismu [91]. Podle
chemického sloZenti je 1ze rozdélit do tii zadkladnich skupin:

a) polysacharidy, které jsou tvofeny monosacharidovymi jednotkami
spojenymi  glykosidickou vazbou mezi hemiacetalem a hydroxylovou
skupinou (napf. celuldza, skrob, glykogen, pektin, chitin);

b) proteiny, které se skladaji z aminokyselin spojenych peptidovou vazbou
mezi aminovou a karboxylovou skupinou (napft. kolagen, myozin, hedvabi,
vlna, apoenzymy, hormony);

c) mikrobialni polyestery, které jsou makromolekularnimi latkami
produkovanymi za urcitych okolnosti mikroorganismy jako zasobni latky
(napt. polyhydroxyalkanoaty) [91].

Dnes mohou byt v potravindiském priimyslu pouZzivany piirodni polymery
na bazi protein ziskanych ze s6je a kukufice, zelatina vyrabéna z kolagenu,
kasein a syrovatkové proteiny z kravského mléka. Zelatina se dnes nejvice
pouziva pro enkapsulaci 1éku, ale i pro nejriznéjsi biomedicinské aplikace [2,
83]. Aplikace syrovatkového proteinu jsou mozné ve formé mikroenkapsulace
tuk, jedlych povlaki, napt. pro prazené burské ofisky, mrazena kufata a ryby i
nosice antioxidantd pfi zpracovani losost. Bézn¢ se také pro baleni potravin
pouzivaji regenerovana celuldza nebo acetat celulozy [31]. Doposud vsak tyto
biomaterialy nebyly schopny zcela nahradit syntetické polymery [80]. Na rozdil
od syntetickych polymerti jsou biopolymery, jako je Skrob, celuldza, proteiny,
chitosan, navic Setrné k zivotnimu prostiedi a biologicky odbouratelné.
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Syntetické polymery

Hlavni surovinou pro chemickou syntézu téchto polymerti je v soucasné dobé
ropa [31]. Tato skupina polymeri se rozd€luje do dvou zakladnich skupin
na elastomery a plasty. Plasty se dale d€li na podskupinu termoplasti a
reaktoplastl (obrazek 4).

POLYMERY

/ \

Elastomery Plasty

7\

Termoplasty  Reaktoplasty

Obr. 4: Rozdéleni syntetickych polymeri

Elastomery jsou vysoce elastické polymery, které se daji za béznych
podminek vratn¢ deformovat (napt. kaucuky, prekurzory pryzi). Naproti tomu
plasty, které jsou za béznych podminek tuhé, tvrdé a Casto také kiehké, lze za
zvysené teploty tvarovat vratné — termoplasty (napf. polyolefiny, polyestery,
polyamidy) nebo nevratné — reaktoplasty (napf. fenoplasty, epoxidové
pryskyfice) [31]. Mohou byt tedy tvafeny do jakéhokoliv tvaru, maji nizkou
hustotu a nizky koeficient tfeni.

Syntetické polymery lze ptipravit tfemi zdkladnimi chemickymi reakcemi:

a) polymeraci — fetézova chemicka reakce velkého poctu monomerd, pii niz
nedochazi k vytvareni vedlejSiho produktu;

b) polykondenzaci — reakce, pfi niz vznikd ze dvou nizkomolekularnich latek
polymer a jina nizkomolekuldrni latka — nejcastcji voda;

¢) polyadici — reakce mezi molekulami s nasobnymi vazbami nebo kruhovymi
molekulami a slou¢eninami S vhodnymi funk¢nimi skupinami [31].

Syntetické polymerni materidly jsou dnes nejbéznéji pouzivanymi materialy
pro obaly v potravinaiském prumyslu, pficemz nejvice jsou zde zastoupeny
polyolefiny (polyetylen, polypropylen), polyestery (polyetylentereftalat),
polyamidy (polyamid 6 a 66). V mensi mife pak polykarbonaty a polyuretany
[4].
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Polymery jsou zfidka pouzity samostatné v jejich surové formé. Jsou do nich
zaCleniovany piisady pro zlepSeni vzhledu, mechanickych vlastnosti a tim
zménény vlastnosti podle jejich kone¢ného uziti [80]. S moznostmi pouziti
pridatnych latek pro Zadouci zlepSeni vlastnosti polymerli se oteviely
predpoklady pro nové a inovativni zplsoby piipravy novych polymernich
material. Nékteré piisady poskytuji lepSi zpracovani a optimalizaci vyrobnich
postupli, zatimco jiné umoznuji vytvofit polymery s piidanou hodnotou.
Syntetické polymery jsou snadno ziskatelné a maji obvykle nizké produkéni
naklady. Za ucelem zvySeni uzite¢nosti té€chto polymerd je Vv poslednich letech
trend ptidavku aktivni latky pro zvySeni mikrobidlni bezpecnosti a jakosti
potravin [92].

Vodorozpustné polymery

Ve vod¢ rozpustné polymery, které¢ vykonavaji rizné uziteéné funkce, jako
je zahustovani, vytvareni gelt apod., se pouzivaji pro celou tadu aplikaci,
vcetné zpracovani potravin, pii upravé vody, papiru, zuSlechténi oleji a vyuziti
zemniho plynu, v Cisticich prostfedcich a vyrobcich pro osobni péci, 1é€ivech,
natérovych hmotach i pii tézb¢ ropy [93].

Ve vodé rozpustné polymery mohou byt rozdéleny do nasledujicich tii
skupin:

a) syntetické, které se vyrab¢&ji polymeraci monomert syntetizovanych z ropy
nebo zemniho plynu;

b) polosyntetické, které se vyrabi chemickou derivatizaci pftirodnich
organickych materiali (napf. celul6za);

¢) ptirodni zahrnujici mikrobidlni metabolity a materialy Zivo¢isného ptuvodu
[93].

60 % ve vod¢ rozpustnych polymerl pouZzivanych v roce 2013 byly
syntetického ptivodu, 25 % byly pfirodni, a 15 % bylo polosyntetickych [93].

Tato prace se dale zabyva hydrofilnimi polymernimi matricemi, které mayji
potencidlni uplatnéni v potravinaiském pramyslu. Polyvinylalkohol se jevi jako
vhodna a perspektivni polymerni matrice pro takové aplikace.

Polyvinylalkohol

V poslednich letech ¢etna primyslova odvétvi hledaji moznosti snizovani své
zavislosti na latkach na béazi ropy, mimo jiné 1 z diivodu zvySujiciho se zajmu
0 ochranu zivotni prostiedi. To vede ke zkoumani novych materialt, SetrnéjSich

22



k Zivotnimu prostfedi a jejich pouZivdni namisto konvencnich, tézce
odbouratelnych polymerti. Obrovsky néarGst vyroby a pouziti syntetickych
polymert v naSem zivoté ma za nasledek generovani velkého objemu plastovych
odpadt. Diky problémim s jejich likvidaci, jakoz i pfisnéj$i legislativni
predpisy, fidi se velka cast védeckych vyzkumt smérem k eko-kompozitnim
materialim. Ve shaze vyfeSit problémy zpisobené plastovymi odpady je
vynaloZzeno mnoho usili ziskat materidly Setrné k Zivotnimu prostiedi. Mnozi
védci pracuji na substituci plasti z ropy za biodegradovatelné materialy
s podobnymi vlastnostmi a nizkymi produk¢énimi naklady [94].

Nekteré syntetické polymery z neobnovitelnych zdrojti, jako je naptiklad
polyvinylalkohol (PVOH), jsou také biologicky odbouratelné. Proto pied
nedavnem zacal ptitahovat PVOH velkou pozornost diky své vynikajici
flexibilité, transparentnosti, houzevnatosti a relativné nizké cené, a to zejména
v dobé¢ vysokych cen ropy [94, 95].

Podle Smérnice Komise EU 2010/67/EU je PVOH pod oznacenim E 1203
definovan jako syntetickd pryskyfice pfipravena polymeraci vinylacetatu, po niz
nasleduje castecnd hydrolyza vzniklého esteru v pritomnosti alkalického
katalyzatoru [96].

PVOH je hydrofilni polymer s vynikajicimi filmotvornymi, emulga¢nimi
a adheznimi vlastnostmi. To také dodava dobrou pevnost v tahu a biologickou
rozlozitelnost vzniklym kompozitim. PVOH byl také schvélen pro pouziti
jakozto obalovy material masa a drubezich produktd podle USDA — United
States Department of Agriculture (Americké ministerstvo zeméd¢lstvi). PVOH
se jevi velmi pfijatelnym syntetickym polymerem, protoZe je vysoce polarni a
kontrolovatelné¢ rozpustny ve vodé a vodnych roztocich. Mimo to je take
biokompatibilni a krystalicky polymer S vysokou pevnosti v tahu, majici
vynikajici bariérové vlastnosti pro plyny. Jedna se o polymer s jednoduchymi
C-C hlavnimi fetézci a polarnimi postrannimi —OH a —OCOCH; skupinami
(obr.5) [1-3, 94]. Zhlediska mechanickych vlastnosti je pevnost v tahu
35-50 MPa a d4 se n¢kolikandsobnym dlouZenim zvysit ve sméru orientace az
na 400 MPa [97]. Bezvody PVOH netaje a do 140 °C celkem neméni své
vlastnosti. Pfi vyssi teploté mékne a pii teplotach nad 200 °C se rozklada a
uhelnati. Teplota skelného piechodu pro caste¢né hydrolyzovany PVOH je
kolem 60 °C a pro plné¢ hydrolyzovany cca 85 °C. Teplota tani CasteCné
hydrolyzovaného PVOH je kolem 190 °C a se zvySujicim se stupném hydrolyzy
roste az ke 230 °C. Teplota zpracovani je 120—-150 °C, je vSak nezbytné pouZiti
zmékcovadel [97, 98].
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Obr. 5: Chemicka struktura a) ¢astecné hydrolyzovaného, b) plne
hydrolyzovaného polyvinylalkoholu [99]

PVOH nemiize byt pfipraven piimou polymeraci z monomeru vinylalkoholu
(ptechazi ve stabilngjsi formu — acetaldehyd), proto je synteticky pfipravovan
radikalovou polymerizaci vinylacetatu na polyvinylacetat a nasledné
hydrolyzovan na polyvinylalkohol [2, 91, 97, 99]. PVOH se ziskava ve formé
bilého praSku. Podle stupné hydrolyzy lze ziskat produkty obsahujici jen
alkoholické skupiny. Pii neuplné hydrolyze se vsak ziskaji vyrobky s riznymi
fyzikdlnimi vlastnostmi (viz obr. 6). PVOH mé silné polarni vazby
a makromolekuly mezi sebou tvoifi vodikové miustky. Obsahuji ¢ast hmoty
v krystalickém stavu a jeho obsah se s rostoucim stupném hydrolyzy zvySuje [1,
2, 97].
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Obr. 6. Zavislost viastnosti polyvinylalkoholu na stupni hydrolyzy a molekulové
hmotnosti [99]

V amorfnim stavu je diky postrannim —OH skupinam PVOH rozpustny
ve vodé, fenolu a kyselinach. V organickych rozpoustédlech neni rozpustny.
Rozpustnost ve vodé se da redukovat nejcastéji piisobenim formaldehydu nebo
ucinkem kyselin, kdy dochazi k zesiténi éterovymi mdastky [1, 94, 97].
Pfi polymernim sitovani dochazi k vzajemnému propojeni jednotlivych
makromolekul dostatecné pevnymi vazbami. Zesitény polymer je nerozpustny,
ve vhodném rozpoustédle dochazi jen k jeho nabobtnani [91]. AvSak vétSina
doposud pouZivanych sitovacich Cinidel je nejen pro ¢lovéka toxickych a tak je
jejich potencialni vyuziti pro materialy pro kontakt s potravinami ¢i biomaterialy
limitovano. K pifekonani téchto nevyhod jsou zkoumany nékteré netoxické ¢i
méng toxické latky s vhodnymi funkénimi skupinami a jednoduché techniky
modifikace PVOH pro zlepSeni mechanickych vlastnosti a odolnosti viii
vlhkosti vyslednych polymernich folii. Jednou ze zkoumanych skupin jsou
karboxylové kyseliny. Vzhledem k jejich multi-karboxylové struktuie by se
interakce mohly uskutecnit mezi karboxylovymi skupinami kyseliny
a hydroxylovymi skupinami PVOH [94].

Je vSak obtizné vyrobit PVOH film zpracovanim jeho taveniny, protoZe jeho
hodnota teploty tani Ty, je pfili§ blizko k jeho hodnoté teploty rozkladu Ti.
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Navic md PVOH S3patnou odolnost proti vodé. Tyto nedostatky omezuji jeho
SirSi  uplatnéni, zejména v potravinaiském primyslu jako balici folie.
Pro vyteSeni téchto nedostatkli byly zkoumdny rtzné fyzikalni nebo chemické
modifikace PVOH, vCetné michani s jinymi latkami. Tyto metody vSak nemaji
pln¢ vyhovujici vysledky. Naptiklad smési PVOH s jinymi polymery nebyly
piipraveny pomoci zpracovani v tavening. Zplsoby ptipravy PVOH filml
pomoci metody odlévani z téchto divodl wvytvafi vhodnou alternativu
konven¢nim metodam zpracovani polymert [95]. Bylo provedeno nékolik
vyzkumil zabyvajicich se misenim PVOH s dalSimi biopolymery, jako je
napiiklad chitosan [92], Skrob, celuldza [100] a Zelatina [101].

PVOH se pouziva pfedev§im na vyrobu vldken. Svym chovanim ptipomina
zelatinu, proto se bézn¢ pouziva v potravinaiském primyslu pro vyrobu zelé
a jako zahust'ujici slozka a také se z ného vyrabi obalové folie (Cista PVOH folie
je Spatnou bari€rou pro vodni pary, avSak vyborné zabranuje priichodu kysliku
a lipida [102]). Vzhledem k tomu, ze PVOH je netoxicky (LD50 pro krysu
oraln¢ 2000 mg/kg) a biokompatibilni, je tento polymer predmétem rozsahlého
vyzkumu, predevS§im pro medicinalni aplikace (enkapsulace, kryti ran,
hydrogely, nové biokompatibilni polymerni matrice). Déle se pouziva pii vyrobé
lepidel, odévli, barev, farmaceutickych produktli, stavebnich materiala
a keramiky, k preparaci papiru [1, 95, 97, 98].

1.6 Aplikace polymeri v potravinaiském pramyslu

Ptirodni 1 syntetické polymery maji Siroké vyuZiti v potravinarkém primyslu.
Priklady pouziti jak piirodnich, tak syntetickych polymert jsou uvedeny
v tabulce 5.

Z hlediska objemu zpracovavané suroviny patii do jedné z nejvyznamnéjSich
aplikaci pouziti polymertt pro obalové materialy. V soucasné dobé se pouziva
nékolik typli materialii pro baleni potravinaiskych produkt. AvSak plasty jsou
prozatim tou nejlepsi volbou z nékolika divodi. Jedna se predevsim o jejich
lehkost a nizkou vyrobni cenu [80, 103]. Pouziti polymert, jak pfirodnich, tak
syntetickych, je vyznamné rozsifeno v oblasti obalové techniky potravinaiského
primyslu a dochdzi k jejich neustdlému vyvoji a optimalizacim.
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Tabulka 5: Priklady polymert pouzivanych v potravinatském prumyslu

Typ polymeru Pivod Aplikace
Celuléza Ptirodni Zahustujici latka, ochranny natér,
polysacharid  pfisada do biorozlozitelnych obalt
Skrob Ptirodni Adhezivum, prisada
polysacharid  do biorozloZitelnych obalt
Chitin Ptirodni Adhezivum, pojivo barviv
polysacharid
Kolagen Ptirodni Obalovy material
protein
Polyhydroxyalkanoaty Ptirodni BiorozlozZitelné obaly
polyester
Polyamid Synteticky Obalovy material, bariérova vrstva
vicevrstvych obali
Polylaktid Synteticky Biorozlozitelny obal
Polyvinylpyrolidon Synteticky Zahust'ujici latka, absorbent
Polyolefiny Synteticky Obalovy material

Obal je dilezitym ochrannym faktorem v potravinafském pramyslu
a dominuji zde polymery ziskané z ropnych produktii. V moderni dobé& byl
obalovy material identifikovan jako nedilna soucast zpracovatelského postupu
V potravinaifském primyslu. Obal obecné funguje jako bariéra mezi obsahem
a vn¢j$i atmosférou a ma primarné tii zadkladni tkoly:

a) ochranna funkce;
b) podavat informace;
C) umoznit ¢i ulehcit piepravu [80].

Nicméné se podstatné zvysSilo mnozstvi vyzkumt zahrnujicich vyrobu
a charakterizaci biologicky odbouratelnych filml, a to pfedev§im z divodu
z4yjm minimalizovat ekologicky dopad zplsobeny pouzZivanim konvencnich
syntetickych obalovych materidla. Nékteré biopolymery byly vyuZzity pro rozvoj
vyroby ekologického baleni potravinaiskych surovin [80].

Vyznamna Cast vyzkumi takovych filma byla provedena vyrobou s pouZitim
obnovitelnych zdroji, tj. produkti nebo vedlejSich produkti ziskanych
ze zeme&délstvi nebo ze zeméde€lsko-primyslového odvétvi. Takovym piikladem
muze byt celuldza Ci extraktivni latky ze dieva nebo latky ziskatelné z produkti
po fermentaci syrovatky. Vyuziti takovych polymeri je rliznorodé: mulCovaci
folie, materialy pro ,,zelenou* vystavbu rodinnych domti, obaly a pomiicky pro
transport a piesazovani rostlin a v neposledni fad€¢ polymery s antimikrobidlnimi
vlastnostmi, které zlepsuji bezpe¢nost potravin a jejich trvanlivost [80, 104].
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Hlavnimi technologiemi aktivnich obald, které jiz bézné existuji a jsou
zavedeny v bézném zivoté, jsou absorbéry kysliku, regulatory vlhkosti,
absorbéry etylenu, emitéry etanolu a oxidu uhlicitého, ale také antimikrobialni
systémy. Migrace latek z obalu do produktl, které zpusobuji zménu viné,
pachut’ nebo vznik jinych latek v potravin€é, mlize pfedstavovat riziko, pokud
dojde k migraci za podminek, které mohou piisobit regula¢ni problémy. Dalsi
interakce, které by mohly mit vliv na jakost a/nebo bezpecnost vyrobki, je
sorpce komponent produktu do obalu. Nékteré z téchto interakci mohou nakonec
ovlivnit celkovou integritu obalu a tim cely produkt [80].

Antimikrobidlni baleni je jednim z nejslibnéjSich typt aktivniho obalového
systému. Jiz byla vyvinuta fada antimikrobialnich obald pouzitych pro inhibici
nckterych bakterii v potravindch, ale doposud existuji piekazky k jejich
komerénimu pouziti [94]. Je to zpiisobeno ptedevs§im jejich vysokou vyrobni
cenou a pouzitim antimikrobidlnich aditiv, ktera nejsou vhodna pro kontakt
s potravinou [80]. Také z téchto diivodtui dochazi k inovacim konvencnich obalt
za vzniku aktivnich obaltl, které reaguji na poptavku spotiebitelii po prodlouzeni
trvanlivosti zpracovanych potravin a minimalnim pfidani konzervacénich latek do
potravinatskych vyrobki. To souvisi také s prisnymi predpisy pro aditivni latky,
které mohou byt u potravin pouzity.

Antimikrobialni obalové systémy

Jednou z vyraznych inovaci zpohledu pfidané hodnoty a bezpe€nosti
balenych potravin ptedstavuji antimikrobialni obalové systémy. Jednd se
0 aktivni typ obalovin pfinaSejici prodlouzeni zivotnosti, zvySeni bezpecnosti,
kvality a senzorickych vlastnosti balenych potravin [105]. Vedle toho také
probiha vyvoj tzv. inteligentniho baleni, které ptedstavuje pasivni piistup
V bezpec¢nosti a kvalité potravin [77, 106].

Soucasné, a na rozdil od jiz vyfeSeného snizeni hmotnosti obalu diky pouziti
polymerli namisto konvencnich materiald, je také hlavni hnaci silou ke zvySeni
celkového zastoupeni ekologickych obalovych materialt v celém potravinovém
fetézci vyvoj novych ekologicky udrzitelnych, recyklovatelnych a/nebo
biologicky odbouratelnych obali [77, 106].

Ke kaZeni potravin dochazi mimo jiné z divodu pfitomnosti bakterii,
kvasinek a plisni, ale jen ur¢ité mikrobidlni druhy obvykle napadaji urcity typ
potravin a to predevSim na jejich povrchu [63, 64]. Aktivni obal je tedy
odpovédi na poptavku spottebitelit po potravinach neobsahujicich konzervacéni
Cinidla. Vyrobci a dodavatelé materidlit zaméfili sva Usili na rozvoj obalovych
systémi, které jsou vice aktivni a agresivni pii ochrané¢ potravin proti
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mikrobialni kontaminaci [104]. Aktivni antimikrobialni technologie baleni
potravin je zalozena na antimikrobidlnich ¢inidlech, ktera jsou:

a) zaclenéna do polymerni struktury;
b) imobilizovana na povrchu.

U obou typl se predpoklada, Ze reguluji rist neZadoucich mikroorganismd.
Mezi bézné mikroorganismy, které kontaminuji potraviny a napoje patii napf.
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Salmonella,
Clostridium perfringens a Bacillus cereus [80].

Jeden z klicovych problémi technologie antimikrobialnich polymernich obalt
spoc¢ivé v netfizeném uvolilovani antimikrobialniho ¢inidla z polymerniho nosice
[77]. Uplatnéni ucinnych latek je proto na uzemi EU striktné kontrolovano
aregulovano fadou nafizeni [107]. Také na tizemi mimo EU existuje fada
legislativnich regulaci. Piikladem mutze byt organizace FDA ve Spojenych
statech, ktera upravuje pouziti antimikrobidlnich latek vhodnych pro zalenéni
do obalu pro potraviny. Podle ufadu FFDCA (Federal Food, Drug and Cosmetic
Act) organizace FDA zajistuje, aby tyto antimikrobialni aplikace byly bezpecné
s ohledem na jejich pfijem konzumentem potravou [80].

1.7 Imobilizace BAL do polymeru

Imobilizace je metoda kratkodobého nebo dlouhodobého ukotveni
fyzikalnimi nebo chemickymi postupy. Tato metoda si ziskala velkou pozornost
Z hlediska zabudovani biologicky aktivnich latek pro dlouhodobé pouziti [108].
Imobilizace BAL do polymernich matric lze principidlné uskutecnit pomoci
dvou metod, kdy se latky imobilizuji bud’ na povrch, nebo do celého objemu
systému [4, 57, 109].

Povrchova imobilizace BAL miize byt zprostfedkovana pomoci naneseni
tenké vrstvy obsahujici relevantni mnoZstvi BAL (procesy koextruze, natéry,
maceni), anebo prostiednictvim vazebnych ¢i  nevazebnych interakci
znazornénych na obrazku 7. Hlavni zptisoby imobilizace BAL jsou adsorpce na
polymer prostiednictvim elektrostatickych interakei, ligand — receptor interakci
(jako je tomu v parovani biotin — avidin) a ptipojeni kovalentni vazbou (obr. 7).
Nekovalentni adsorpce je n€kdy Zzadouci, napi. v nékterych aplikacich pro
podéavani 1éciv. Interakce mezi ligandem a receptorem je atraktivni pfedevSim
v povrchovych biokonjugacich. Nicméné kovalentni imobilizace nabizeji
n¢kolik vyhod tim, Ze wvznikaji nejstabilnéjSi vazby mezi slouceninou
a povrchem polymeru. V ptipadé aktivnich aplikaci baleni potravin kovalentni
vazba zajistuje, ze biologicky aktivni slou¢enina nebude migrovat nebo se bude
uvolnovat postupné do potravin [110].

29



Obr. 7: Imobilizace BAL na polymerni povrch prostrednictvim
a) elektrostatickych interakci, b) interakci mezi ligandem a receptorem,

C) kovaletnich vazeb [110]

Polymerni syst¢émy modifikované pomoci imobilizace BAL Vv celém objemu
l1ze rozdé€lit na nemigracni bioaktivni systémy a migrac¢ni bioaktivni systémy,
umoznujici mnohdy i kontrolované uvoliiovani BAL do prostoru mezi obalem
a produktem (obr. 8). U polymerniho systému s nemigrujici latkou je BAL
ukotvena fyzikaln€ nebo pomoci jejich funkénich skupin nebo kovalentnich
vazeb. Béznymi BAL pro takovéto systémy jsou napi. enzymy, peptidy,
polysacharidy. Naproti tomu u polymernich systémt s BAL, ktera se fizené
uvoliiuje do prostiedi, se pouziva cCasto biodegradovatelnych polymeri pro
dosazeni postupného uvolinovani [111].

&
AL NI~

S e

©® BAL v pevné fazi

*¢ BAL v plynné fazi

Obr. 8: Schéma a) nemigracniho bioaktivniho systému, b) migracniho
bioaktivniho systéemu s netekavou BAL, c) migracniho bioaktivniho systéemu
S tekavou BAL [111]
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Kinetika uvoliiovani BAL z polymernich matric

Hnaci silou uvoliovani nizkomolekularnich BAL z polymerni matrice je
koncentracni gradient. V tomto piipadé lze na proces difuze BAL aplikovat
zakonitosti popsané tzv. Fickovymi zakony [113].

Pro staticky systém plati prvni Fickiv zékon (1), ktery popisuje zavislost
mezi hustotou diftizniho toku a gradientem koncentrace.

dc
J=-D— (1)
kde: J difuzni tok [mol/cm?s] piedstavuje mnozstvi difundované BAL za
jednotku casu skrze plochu kolmou na smér proudéni; ¢ koncentrace BAL
[mol/cm®]; x vzdalenost [cm] ve sméru toku; de/dx je vyjadieni koncentraéniho
gradientu (je roven 0, jestlize rychlost pohybu molekul obéma sméry je stejna);

D je mirou mobility BAL v polymerni matrici.

Jedna se o piestup hmoty, a tedy lze aplikovat bilanci difazniho toku skrze
tenkou vrstvu polymerniho filmu. Dosazenim za J z 1. Fickova zakona
s predpokladem, ze D je konstantni, ziskame 2. Ficktv zakon (2), ktery popisuje
podminky za nestabilniho stavu [113, 114]:

d%c dc
9 = ot (2)

kde: D je mirou mobility BAL v polymerni matrici; ¢ koncentrace BAL
[mol/cm®]; x vzdalenost [cm] ve sméru toku; t ¢as. V ustileném stavu je

dc/ot = 0 a proto nenastava akumulace BAL ve filmu.

Dosazeni ustadleného stavu difuze BAL skrze polymerni film je otdzkou
hodin. To je obvykle zanedbatelné s zivotnosti balené potraviny, proto se spise
Vv praxi sleduje az stav po ustaleni rovnovahy [113, 114].

Je-li tedy permeacni rychlost za ustalené¢ho stavu Q (3), pak

Q=§-A-Ap (3)

kde: L tloustka vrstvy; P permeabilita (P = D-S); D je mirou mobility BAL
Vv polymerni matrici; S koeficient rozpustnosti; A plocha.
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Rovnice pro vypocet Q pak popisuje rychlost permeace jako funkci, jak
materidlovou, tak 1 proménnou souvisejici s okolnimi podminkami (teplotou,
tlakem, vlhkosti) [113, 114].

V piipad¢, ze se material sklada z vice vrstev, tak se pii vypoctu permeability
postupuje analogicky s Ohmovym zakonem — sériové zapojeni rezistorl
(R=ZR)), tedy:

L L;
é = 1i1=1p_i (4)
kde: Lt celkova tloustka; Li tloustka vrstvy i; Pr celkova permeabilita; Pi

permeabilita vrstvy i (pfedpoklad konstantni plochy A).

V piipadé¢ vodorozpustnych polymert souvisi proces vlastni imobilizace
a nasledné kinetiky uvoliiovani BAL také s konfiguraci a konformaci polymerni
matrice, kdy vyraznou roli hraje ptitomnost piicnych vazeb, které jsou
do systému zavadény prostiednictvim sitovacich reakci.

Sitovani probiha diky funkénim skupinam piitomnym v polymeru. Sitovani
se bézn¢ pouziva pro zlepSeni mechanickych a tepelnych vlastnosti a sniZeni
rozpustnosti polymeru, ¢imZ se oteviraji nové moznosti aplikaci pro tento
material [58, 112].

Sitovani

Polymerni sit’ miize vzniknout tehdy, pokud se vytvoii dostatecné velky pocet
intermolekularnich uzla sité. Tato spojeni mohou mit charakter chemicky ¢i
fyzikalni. Pokud uzly sit€¢ vznikaji chemickou reakci, oznacuji se jako
kovalentn¢ sitované systémy. V pfipadé¢ vzniku wuzli prostiednictvim
mezimolekulovych interakci, které nejsou spojeny se vznikem chemickych
vazeb, se mluvi o fyzikalné sitovanych systémech. EXistuji ¢tyfi mechanismy
vystavby takovych systémti.

a) polyadice nebo polykondenzac¢ni reakce nizkomolekularnich latek —
dochazi k vytvareni sité prostfednictvim reakci vicefunk¢nich reaktantd (napf.
epoxidové a fenolové pryskyfice);

b) polymera¢ni fetézova reakce, sitovaci polymerace (kopolymerace) —
polymerni sit€¢ vznikaji prosttednictvim fetézové reakce za pritomnosti ko-
monomeru schopného zprostfedkovat tvorbu pti¢nych intermolekularnich
spojeni béhem reakce (napt. kopolymerace styrenu a divinylbenzenu);
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C) spojovani reaktivnich koncti nizkomolekularnich polymerd — nedochazi zde
k syntéze dlouhych fetézcli nizkomolekuldrnich latek, jako je tomu
U polyadi¢nich ¢1 polykondenza¢nich reakci (napi. reakce vicefunkcnich
izokyanatt s polyoly);

d) zavedeni pri¢nych vazeb do vysokomolekularnich polymert — piikladem je
vulkanizace pryze ¢i radiaéni sitovani polyetylenu [90].

Disertacni prace se dale zabyva prvni uvedenou skupinou, a to reakcemi
funk¢nich skupin. Zesiténi chemickymi reakcemi je dulezity proces
v technologii polymerd. Vysoky stupen zesiténi vede k vytvoieni trojrozmérné
sit¢ polymert nebo prostoru, ve kterém jsou vSechny polymerni fetézce spojeny,
za vzniku jedné velké molekuly. Pi1 vysokém stupni zesiténi polymery ziskaji
pevnost, rozmérovou stabilitu a odolnost vic¢i teplu a rozpoustédlim [34].
Vzhledem k jejich struktutfe sit¢ takové polymery nemohou byt rozpusténé
v rozpoustédlech a nemohou byt mékcéené teplem; silny ohiev pouze zplsobi
rozklad. Polymery nebo pryskyfice, které¢ jsou transformovéany do zesiténé¢ho
produktu, jsou teplem tvrditelny typ. Zcela bézné se tyto materidly ptipravuji
umysIné jen v CasteCné polymerizovaném stavu (tzv. prepolymery) tak, Ze
mohou byt deformovany do vyhtivané formy a pak vytvrzeny zesiténim [90].

PVOH mulzZe byt ptfimo sitovan pomoci multifunkénich sloucenin reakci
S hydroxylovymi skupinami. Tyto typy reakci maji primyslovy vyznam, protoze
poskytuji zplsoby, jak ziskat lepsi odolnost proti vlhkosti, nebo k rychlému
zvySeni viskozity. Sitovaci Ccinidla, ktera lze pouzit, zahrnuji glyoxal,
glutaraldehyd, mocovina-formaldehyd, melamin-formaldehyd,
trimetylolmelamin, boritan sodny nebo kyselinu boritou a izokyanaty. VétSina
reakci je katalyzovana bud’ kyselinou anebo bazi. PVOH molekuly jsou tedy
volné zesiténé, coz zabrafiuje rozpustnosti, ale umoZiiuje bobtnani. Uinek
vysoké teploty pii zpracovani PVOH filmu nebo povlaku je obecné postacujici
k dosazeni zesiténi, avSak tento zplisob neni kompatibilni s vétSinou BAL [98].
Bézné se v pramyslu pro PVOH pouzivd jako sitovaci ¢inidlo glyoxal ¢i
glutaraldehyd, avsak jedna se o toxické latky [58].

Enkapsulace

Technika enkapsulace byla popsana zejména v procesu, ve kterém jsou malé
Castice nebo kapi¢ky obklopeny homogennim nebo heterogennim povlakem,
atvori kulicky nebo kapsle s rtuznymi aplikacemi. V tomto smyslu jsou
mikroc¢astice, mikrokapsle nebo mikrokulicky definovany jako produkt procesu
mikroenkapsulace v zavislosti na jejich morfologii a vnitini struktufe. V prvnim
pripad¢ je BAL zahrnuta v pevné nebo kapalné formé v jadru ¢astice. Zatimco
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v mikrokuli¢ce je ucinna latka rozptylena a imobilizovana v matrici, ktera tvoti
cely objem ¢astice [115].

Enkapsulace tyto latky stabilizuje, chrani proti nutricnim ztratdm
a Vv neposledni fadé umoznuje vyuziti jakozto antimikrobidlnich latek [115].
Enkapsulace byla také vyvinuta pro zapouzdieni aktivni latky do formy castice
za uCelem ochrany aktivni latky v okolnim prostfedi nebo kontroly jeji kinetiky
uvoliiovani do média [116]. Polymerni systémy jsou Siroce pouzity pro
zapouzdieni a dodani u¢innych latek. Mezi rliznymi typy nosicl jsou polymerni
Castice jednou =z nejatraktivnéjSich strategii vzhledem k jejich flexibilni
a reprodukovatelné vyrobé, kontrole velikosti €1 tvaru polymernich ¢astic. Proto
byly castice pfedmétem mnoha studii pro efektivni zapouzdieni a dodavky
aktivnich latek [116, 117].

Mnoho metod pro pfipravu ¢astic zahrnuje dva hlavni kroky. Pfiprava
emulgovaného systému odpovida prvnimu stupni, zatimco ¢astice jsou tvoreny
béhem druhého stupné. Tento druhy krok se dosahne bud’ srazenim anebo
gelovaténim polymeru nebo polymeraci monomerti. Nekolik jinych metod
nevyzaduje piipravu emulze pied ziskdnim ¢astic. Tyto metody jsou zaloZzeny na
principu srdzeni polymeru v podminkach spontanni tvorby disperze nebo diky
vlastnimu  shlukovani  makromolekul za  vzniku nanogeli  nebo
polyelektrolytovych komplexti z roztoku polymeru [118]. Metoda suseni
rozpraSovanim nabizi Sirokou Skalu mozZnosti pro zpracovani c¢astic. B&hem
procesu vsak dochazi ke zméné parametri BAL diky expozici vici teplu a jejich
nasledné degradaci. Zminované vlivy vedou k omezeni aplikace
V potravinafském a farmaceutickém primyslu [117].

Vyroba mikro/nano¢astic S nestabilnimi BAL je provazena nékolika
problémy. Zejména omezené¢ pouziti technologickych piisad, jako jsou
povrchové aktivni latky nebo stabilizatory, které mohou indukovat napf.
denaturaci bilkovin nebo toxické UCinky, vytéznost produktu a moznost
efektivniho zapouzdieni BAL jsou eliminujici [60].

Velmi oblibenou metodou pro inkorporaci BAL je metoda odpateni
rozpoustédla. Existuje nékolik zplsobli, jak vyvolat vysraZeni polymeru
Vv emulzi odstranénim jeho rozpoustédla. Obecné plati, Ze tato metoda vede
k produkci sfér, pokud jsou provadény jednoduchou emulzi olej ve vodé [118,
119]. Specialnim typem pro zapouzdieni latek touto metodou je vytvofeni
mnohonasobné emulze, obzvlasté tzv. wi/o/w, (voda/olej/voda). Hydrofilni
aktivni latky mohou byt timto zpisobem zabudovany ptimo z vodné suspenze.
Je znamo, Ze tento postup piipravy emulze je pouzitelny pro slouceniny citlivé
na teplotu a mé lepsi kontrolu velikosti Céastic a tvaru nez piiprava Castic
suSenim pomoci rozprasovani. Krom¢ toho mohou byt vysokd Uc€innost
zapouzdfeni a nizky obsah zbytkového rozpoustédla ptizplisobeny nastavenim
parametril zpracovani [117].
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V potravinaiském primyslu a biotechnologii je mozno mikroenkapsulace
vyuzit pro docileni zaclenéni piisad, jako jsou napft. peptidy, proteiny a nukleové
kyseliny, polyfenoly, tékavé latky, enzymy a probiotické bakterie v malych
kapslich nebo ¢asticich [115].

r

1.8 Soucasné trendy v pouziti nisinu a Kkyseliny mlééné
vV polymernich matricich

Nisin svou malou velikosti molekuly umoziiuje vyrobu filma, které ho
uvoliluji po kontaktu s potravinami nebo kapalinou. Bézn¢ je nisin zaclenén
do povlaku spolu s kyselinami a jen obcas s jinymi slou¢eninami. Nisin se ¢asto
objevuje spole¢n¢ s kyselinou etylendiamintetraoctovou (EDTA), zejména pii
poZzadovaném antimikrobialnim UCinku proti gramnegativnim bakteriim
[77,120,121].

Vétsina studii uvadi snizeni logyo pro filmy obsahujicich nisin v rozmezi 3
a nize, ale nékteré studie uvadéji snizeni logip 0 6 az 9 fadl. Zejména studie Kim
et al. [63] a Lee et al. [66] podavaji zpravu o velkém sniZeni log;o mikrobidlniho
ristu pii pouziti obalovych materidlti s nisinem. Jejich studie byly provedeny
S papirem potazenym Vrstvou z nisinu a jeho expozici mikroorganismy v zivné
pud¢ (mléku a pomerancovém dzusu). Je mozné, ze kapalné médium ptispélo
K vy$S§imu antimikrobialnimu ptsobeni, neZ jakého by bylo mozno dosahnout na
relativné pevném povrchu potravin. Dvé jiné studie popisuji sniZzeni log;p 0 cca 6
rada. Dalsi studie testovala ucinek nisinu v celuléze nanesené na povrchu
polyetylenové folie proti Listeria monocytogenes na tofu [65] a parcich [122].
Tyto ptiklady naznacuji, Ze folie potazené vrstvou obsahujici nisin maji také
potencidln€ zna¢nou UCinnost stejné jako v napojich a tekutych potravinach.

Nekteré testy byly provedeny pomoci povlaku s nisinem nebo folii
obsahujicich nisin na grampozitivnich i gramnegativnich bakteriich; inhibice
koliformnich bakterii Escherichia coli nebo Salmonella enterica subsp. serovary
byla velmi nizka nebo zadna (viz obr. 9) [77].
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Obr. 9: Logyg redukce naristu mikroorganismii nebo skupiny mikroorganismiai
vystavenych \ nepotravinovych vzorcich ( W) antimikrobialnim  filmum
obsahujicich nisin. Vzorky potravin: maso a masné vyrobky Cnléko ,Qr ,0O

tofum. [77].

BAL puvodem z fermenta¢nich produkti syrovatky maji Siroké praktické
vyuziti, predev§im pokud se jedna o organické kyseliny — pfedev§im kyselinu
mlé¢nou, kterd se beézné¢ pouziva jako reguldtor kyselosti E 270
V potravindiském primyslu. Zaroven vykazuje baktericidni vlastnosti
Vv primyslu pouZitelném koncentratnim rozsahu. Dal§im ze zajimavych
produktl fermentace syrovatky je nisin, ktery je béZné v potravinaistvi pouzivan
pod oznacenim E 234. Jak jiz bylo uvedeno, ma Siroké antimikrobialni plisobeni
viuci grampozitivnim bakteridlnim kmentm.

Ob¢ vyse zminéné BAL jsou tedy prakticky uplatnitelné v potravinarskych
aplikacich. Imobilizace obou zminénych latek do vhodnych polymernich matric
by pak rozsifila jejich vyuziti do oblasti specidlnich potravinaiskych obalt.
Vzhledem Kk fyzikalné chemickym vlastnostem obou latek se jako vyhodné jevi
pouziti hydrofilnich polymernich matric, kter¢ vykazuji materidlovou
kompatibilitu s obéma BAL. Mezi perspektivni a Casto vyuzivané hydrofilni
polymery patii PVOH pro svoji snadnou dostupnost, dobrou zpracovatelnost,
biokompatibilitu a netoxi¢nost.

Inkorporace kyseliny mlééné anebo nisinu je v odborné literatufe popsana
sporadicky a je zde mnoho nepopsanych aspektii z hlediska pohledu zékladniho
vyzkumu 1 nasledného praktického uplatnéni.
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V poslednich letech se studie zamétuji na pouziti nisinu 1 kyseliny mlé¢né
jako antimikrobialni latky pro aplikace v potravinarském primyslu [102].
Ptiklady nejcastéjSich polymernich nosi¢ii a zplisoby pouziti vzniklych systémt
jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Prehled studii zabyvajicich se inkorporaci nisinu a kyseliny mlécné
do polymerni matrice

BAL Polymerni Forma Aplikace Reference
matrice
Nisin Zelatina Film Kufeci maso, [123-126]
Sunka
Vlékna Kultivaéni [127]
medium
Kukuti¢ny zein Film — [128]
Syrovatkovy Film Kultiva¢ni [124, 128]
protein medium
HPMC Film/vicevrstva  Kultivaéni [120, 129,
PE folie medium 130]
Kopolymer Folie Hovézi maso [131]
vinyliden
chloridu a
EVACc
PP/syrovatkovy  Folie — [132]
protein
Lipozomy Castice - [117]
Alginat Castice Odstiedéné [133, 134]
mléko
Chitosan Castice - [117]
PVC, LDPE, PA  Film Kufeci ktuize [135]
PE Folie Hoveézi maso [136, 137]
PLA Folie Vaje¢ny bilek, [138]
pomerancovy
dzus
PLA Castice Cedar [139, 60]
Monokrystalicky ~ Film Hovézi maso [7]
kiemik
Kyselina PVOH Folie Kultivacni [89]
mlécna medium
Zelatina Castice — [140]
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S imobilizaci také souvisi problematika zesiténi PVOH. Pro sitovani PVOH
mohou byt teoreticky pouzity vSechny multifunkéni slouceniny schopné
reagovat s jeho hydroxylovymi skupinami [112]. Dosavadni studie se zabyvaly
sitovanim PVOH pomoci toxickych slou¢enin jakou je napi. glutaraldehyd.
OvSem tendence inklinuji k vytvafeni systémi s netoxickymi slouceninami.
Piehled téchto studii je uveden v tabulce 7.

Tabulka 7: Struény piehled zkoumanych sitovacich ¢inidel

Sit’ovaci ¢inidlo Reference

Kyselina adipova [141]

Kyselina citronova [141, 142]

Kyselina malonova [143]

Kyselina maleinova [112, 140, 142, 59, 60]
Anhydrid kyseliny maleinové [144]

Glutaraldehyd [141, 145]

Glyoxal [142]

Persiran draselny [121]

V pracich zabyvajicich se kyselinou maleinovou, kde byly polymerni matrice
nasledné vystaveny vysokym teplotdm, nelze urcit, zda sitovani probéhlo
vazbami s kyselinou maleinovou nebo az po plsobeni vysoké teploty. Nicméné
prozatim neexistuje studie, ktera by se zabyvala sitovanim PVOH kyselinou
glutarovou.
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SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU

BAL majici pivod ve fermentanich produktech syrovatky maji Siroké
praktické vyuziti, zejména pokud se jedna o organické kyseliny — predevsSim
kyselinu mlé¢nou, kterda se bézné pouzivd jako reguldtor kyselosti E 270
V potravindiském primyslu. Zaroven vykazuje baktericidni vlastnosti
V koncentracich bézn¢ pouzitelnych v primyslu. Dalsi ze zajimavych produkth
fermentace syrovatky je nisin, ktery je v potravinafstvi pouzivan pod ozna¢enim
E 234. Ma Siroké antimikrobidlni pisobeni vii¢i grampozitivnim bakterialnim
kmentim.

Obé vySe zminéné BAL jsou tedy prakticky uplatnitelné v potravinaiskych
aplikacich. Imobilizace obou latek do vhodnych polymernich matric by pak
rozSitila jejich uplatnitelnost do oblasti specialnich potravinafskych obali.
Vzhledem Kk fyzikalné chemickym vlastnostem obou latek se jako vyhodné jevi
pouziti hydrofilnich polymernich matric, kter¢ vykazuji materidlovou
kompatibilitu s témito BAL.

Mezi perspektivni a Casto vyuzivané hydrofilni polymery patii PVOH pro
svoji  snadnou dostupnost, dobrou zpracovatelnost, biokompatibilitu
a netoxicnost.

Inkorporace kyseliny mlééné anebo nisinu je v odborné literatufe popsana
sporadicky a je zde mnoho nepopsanych aspektl z hlediska pohledu zdkladniho
vyzkumu 1 nasledného praktického uplatnéni.

Na zékladé provedené literarni reSerse byly identifikovany nasledujici okruhy
pro dalsi rozSiteni znalosti studované problematiky:

— definice vlivu strukturnich charakteristik PVOH na kvalitativni
a kvantitativni interakce se zvolenymi BAL;

— metodologie analytického stanoveni BAL v komplexni matrici polymeru;

— zpusoby upravy vlastnosti PVOH matrice, které budou kompatibilni s jeho
aplikovatelnosti v potravindiském priamyslu obzvlasté¢ z hlediska pouziti

netoxickych a ekonomicky dostupnych sitovacich ¢inidel.
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CiL PRACE

Na zdklad¢ poznatk ziskanych literarni studii byl stanoven cil disertacni
prace, ktery si vytyCuje vyvoj, charakterizaci a optimalizaci novych typa
antimikrobialnich polymernich systémli pro potravindiské aplikace na bazi
PVOH/nisin a PVOH/kyselina mlé¢na.

Vzhledem k sifi studované problematiky byly definovany pro dosazeni tohoto
zakladniho cile nasledujici dil¢i cile:

— stanoveni vlivu materidlovych charakteristik PVOH matrice na jeji
zpracovatelnost na tenké filmy a mikrosféry;

— vyvoj] metodiky sitovani PVOH pomoci netoxickych cinidel jako matrice
pro imobilizaci BAL vhodnych pro potravinaiské aplikace;

— vyvoj a optimalizace metodiky piesného stanoveni nisinu Vv matricich
PVOH,;

— stanoveni vlivu modifikace PVOH nisinem a Kkyselinou mlé¢nou
na vysledné vlastnosti systémii;

— publikace dosazenych vysledkl v odbornych periodicich;

— optimalizace materialovych a zpracovatelskych charakteristik pro transfer
do praxe.

Pro splnéni vySe stanovenych cilii jsou experimentalni aktivity rozdéleny
do tii okruhti:

| — Flexibilni PVOH filmy s kyselinou mlé¢nou
Il — Imobilizace nisinu do zesitované struktury PVOH

I11 — Imobilizace nisinu do mikrosfér na bazi biorozlozZitelného polyesteru

Vystupem feSeni kazdého z vySe uvedenych okruhil je souhrnnd prace urcena
k publikaci v odborném casopise. V relevantnich piipadech budou ziskané
vysledky vyuzity pro podani piihlasky patentu nebo uzitného vzoru.
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2. EXPERIMENTALNI CAST
Usporadani experimenti
Prakticka ¢ast disertacni prace byla rozdélena do tii tematickych okruhi.

Prvni ¢ast se zabyva vlivem modifikace PVOH polymerni matrice s riznym
stupném hydrolyzy acetatovych skupin kyselinou mlénou na mechanické,
strukturni a antimikrobialni vlastnosti vyslednych polymernich systému, které
byly ptipraveny ve formé z roztoku odlévanych filmu.

Cilem prvni ¢asti praktické prace bylo vypracovat ucelenou studii vlivu
obsahu rezidualnich acetatovych skupin PVOH a rtzného ptfidavku kyseliny
mlécné jakozto plastifikdtoru polymerni matrice a antimikrobidlniho c¢inidla
na vysledné vlastnosti polymernich systémt. Synergie PVOH a kyseliny mlé¢né
jako antimikrobidlniho polymerniho systému byla jiz zkoumana feSitelskym
kolektivem na pracovisti, kde byla tato prace realizovana. Ptesto se ukazalo, Ze
PVOH s raznym stupném hydrolyzy (HD) miize hrat kliCovou roli z hlediska
makroskopickych vlastnosti PVOH. Tato prace navrhuje aktivni antimikrobidlni
filmy vhodné bud’ pro I¢kaiskeé Ucely, ochranné povlaky nebo potravinaiskeé
obaly.

Tfi PVOH matrice liSici se HD (80 az 98 mol %) byly smichany
s L-kyselinou mlé¢nou v koncentraci 0 az 30 hm. %. Koncentracni posun byl
zvolen 5 hm. %. Vzorky byly ptipraveny odlévaci technikou. Byla provedena
studie rozpustnosti, dale vliv modifikace na strukturni charakterizaci,
mechanické a tepelné vlastnosti. Antimikrobialni aktivita byla provedena proti
modelovym kmentim Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

Vliv stupné zesiténi na vodorozpustnost PVOH byl stanoven v druhé ¢asti
prace. Byl nalezen novy systém pro sitovani PVOH na bazi dikarboxylovych
kyselin, ktery neobsahuje oproti bézn¢ pouzivanym sitovacim ¢inidlim toxické
komponenty (napt. dialdehydy). Tato ¢ast prace se tedy také zabyva dilezitou
potfebou ndhrady konvencnich sitovacich c¢inidel polymerti za jiné (napf.
kyselina glutarova bez pouziti dositovani pomoci vysokych teplot), které mayji
potencial Setrnosti k zivotnimu prostiedi [146]. Do takto zesiténych polymernich
matric byl imobilizovan nisin, jakozto antimikrobialni latka. Vzniklé systémy
byly dale studovany z hlediska antimikrobialni aktivity. Dale byl fesen vliv
stupné zesiténi PVOH na mechanické, strukturni a tepelné vlastnosti systémt,
vliv stupné zesitétni PVOH na kinetiku uvolfovani antimikrobialni latky
do simulovaného vodného prostiedi, vliv stupné zesiténi PVOH, resp. obsah
kyseliny glutarové v systémech a imobilizace nisinu na antimikrobidlni
vlastnosti.

Byly pfipraveny modelové vzorky PVOH matrice se stupném zesiténi
0-100 % obsahujici Ctyfi formy nisinovych modifikatorti (komeréné dostupny
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stabilizovany solemi, nisin stabilizovany polyetylenglykolem, solemi
a poly(oxyetylen)sorbitan-monooleatem Vv koncentraci 150 pg/g polymerniho
vzorku. Byla provedena, stejné¢ jako v piedeSlé Casti praktické prace, studie
rozpustnosti, déle strukturni charakterizace a antimikrobidlni aktivita proti
kmentim Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

Ve tiretim okruhu se prakticka ¢ast disertacni prace zaméfuje na enkapsulaci
nisinu do mikrosfér skladajicich se z polymeru kyseliny mlé¢né — polylaktidu
(PLA) a stabilizovany PVOH. Mikrosféry byly piipraveny modifikovanou
metodou odpafovani rozpoustédla systému (tzv. voda/olej/voda). Byly
sledovany néasledujici parametry: efektivita enkapsulace, velikost mikrosfér
a jeji distribuce. V Case publikace této disertani prace byly ziskdny poznatky
0 efektivit¢ enkapsulace, velikosti pfipravenych mikrosfér a jeji distribuce.
V dal§i fazi budou provedeny casové ndrocné studie kinetiky uvoliiovani
enkapsulovaného nisinu do riznych prosttedi v zavislosti na teploté a Case.

Statistické zpracovani dat

Nam¢étené vysledky vlhkosti vzork, stupné bobtnani
a rozpustnosti, efektivity antimikrobialni aktivity ¢i kontaktniho thlu smaceni
byly vyhodnoceny ze tfech nezavislych méfeni a jsou uvedeny jako primeérna
hodnota (5) se smérodatnou odchylkou (6) [147] stejné jako vysledky
mechanickych vlastnosti, které byly dle normy CSN EN ISO 527 méfeny
Sestkrat.

_ 1
X =2 Li=1%i (5)

kde: n po€et méteni, x; naméfené hodnoty.

N iy
§p = [Ela? (6)

kde: N pocet vzorkil, X; namétené hodnoty, X aritmeticky primeér.

Kalibraé¢ni kiivky potfebné pii chromatografickych analyzach byly statisticky
vyhodnoceny pomoci linedrnich regresi naméfenych dat. Pro vlastni vypocty
dvojvybérového Studentova t-testu byl pouzit Interaktivni statisticky systém pro
analyzu dat offline QC Expert 3.3 [148] a Microsoft Office Excel 2010
(Redmond, WA, USA). Vsechna statisticka vyhodnoceni byla provedena
na hladiné vyznamnosti 5 %.
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2.1 Flexibilni polyvinylalkoholové filmy s Kkyselinou
mlécnou: Vliv zbytkovych acetatovych skupin
na mechanickeé, tepelné a antimikrobialni vlastnosti

Uvod

Polyvinylalkohol (PVOH) byl jiz intenzivné zkouman diky jeho vlastnostem,
jako jsou prlihlednost, houZevnatost, biodegradabilita, biokompatibilita,
chemicka odolnost a netoxicita [89, 95, 149-159]. Chemicka modifikace PVOH
predstavuje vyznamné zplsoby =ziskdni materidlu s Zddoucimi vlastnostmi,
vzhledem k praktickému vyuziti hydroxylovych skupin vyhodnych z hlediska
reakci s mnoha Cinidly. Reakce alkoholi s kyselinou mlécnou (LA)
prostiednictvim riznych metodik jsou zkoumany jiz mnoho let [160]. Naptiklad
Ding et al. [95] popsal roubovani PVOH kyselinou mlécnou, kdy bylo
nadavkovano presné mnozstvi PVOH, LA a destilované vody do vakuového
reaktoru, nasledné byl pfidan katalyzator a smés byla poté CiSténa. Také byla
zkouména syntéza PVOH/LA gelt [155], kdy byl polymerni gel vytvoten
opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim.

Modifikace PVOH kyselinou mléénou miize mit n€kolik vyhod z hlediska
vysledného polymerniho materidlu. Naptiklad esterifikace sekundarnich
hydroxylovych skupin PVOH kyselinou mléénou muiZe snizit jeho hydrofilitu a
PVOH/LA interakce zvysit mezimolekularni vzdalenost mezi fetézci PVOH
[161-163]. To znamena, ze LA hraje roli v systtmu PVOH jako plastifikator
[95, 164-166], ktery je tak zajimavy z pohledu mechanickych vlastnosti. Kromé
toho je LA také multifunkéni chemicka sloucenina Siroce vyuZzivana
V potravindiském, farmaceutickém, textilnim a kozedélném, stejné jako
polymernim primyslu. Navic je ziskdvana z obnovitelnych zdroji, jakym je
napt. syrovatka. Kyselina mlé¢na je pfirozené¢ misitelnd s vodou ¢i etanolem
a existuje ve form¢ dvou optickych isomerd D a L. Z téchto dvou je vyuzivana
V potravinafstvi a farmacii pravé L-kyselina mlécna, protoze lidské télo je
prizptusobeno pro vstiebavani pouze této optické formy [167-169].

Navic bylo zjisténo, ze LA mlZze byt v nedisociované formé Uc¢innad proti
uritym typtim mikroorganismli zahrnujicich grampozitivni 1 gramnegativni
bakterie. Nedisociované molekuly jsou schopné pronikat skrz bakterialni
bunéCnou sténu, disociovat uvnitt a snizit intracelularni pH bakterie. V této
souvislosti energeticky proces, zplisobeny odtokem piebyte¢nych protonti (H'),
vyCerpa bunéény metabolismus, coZ ma za nasledek zanik bakteridlni bunky
[170-172]. Navic kyseliny mohou ménit propustnost membrany a zasahovat
do mnoha enzymatickych procest, které vedou Kk zabranéni transportu Zivin
do mikrobialni bunky [173].
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Synergie PVOH a LA jako antimikrobidlniho polymerniho systému jiz byla
zkoumana [95]. Prestoze se ukazalo, Ze stupenn hydrolyzy (HD) PVOH muze
hrat klicovou roli v jeho makroskopickych charakteristikach, stejné¢ jako
reaktivité¢ s jinymi slouCeninami, efekt HD na interakce s LA a nasledné
mechanické, tepelné a antimikrobialni vlastnosti vyslednych systémi nebyly
studovany. Byly tedy navrzeny formy antibakterialnich filmi vhodné pro
zdravotnické ucely, jako ochranné vrstvy nebo pro baleni potravin sloZené ze
trech druhtt PVOH s riznym HD (80-90 mol %) spolu s L-kyselinou mlé¢nou a
zpracovany technikou roztokového odlévani. U navrzenych systéml byly
provedeny studie rozpustnosti, strukturni charakteristiky a hodnoceny
mechanické i tepelné vlastnosti. Antimikrobialni aktivita pak byla stanovovana
proti modelovym bakterialnim kmentim Staphylococcus aureus a Escherichia
coli.

Pouzité materialy

Pro tuto ¢ast experimentalni prace byly vybrany tfi typy polyvinylalkoholu
S riznym stupném hydrolyzy (HD) blize specifikované v tab. 8 dodané firmou
Sigma Aldrich a L-kyselina mlé¢na 80% od Penta chemicals.

Tabulka 8: Specifikace vybranych typi PVOH martic

Typ PVOH M,, [g/mol] HD [mol %]
PVOH 80 ~ 9 000-10 000 80
PVOH 8-88 ~ 67 000 88
PVOH 6-98 ~ 47 000 98

Priprava vzorki

Polymerni filmy na bazi PVOH s rliznym stupném HD a rliznou koncentraci
LA byly pfipraveny technikou odlévani roztok do formy. Nejprve byl PVOH
rozpu$tén za stalého michani v demineralizované vodé (10 hm. % roztok) pii
90 °C po dobu 30 min. Poté bylo do tohoto roztoku ptiddno adekvatni mnozstvi
LA (koncentrace 0-30 hm. %, vztazeno na hmotnost polymeru) za
kontinudlniho michdni 15 min. Nésledn¢ byly vysledné roztoky vlity do arylové
odlévaci desky a suSeny v horkovzdusné susarné pii 35 °C 48 hodin. Ziskané
filmy byly skladovany v exikatoru v temnu pii 254+2 °C V polyetylenovych
saCcich pro zamezeni pfistupu vlhkosti. TlouStka vzniklych filmt byla
100-130 um. Vzorky filmi jsou dale oznaceny jako PVOHX/LAy, kde X znaci
typ PVOH matrice a y ukazuje koncentraci LA (hm. %).
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Pouzité metody

Pii zpracovavani experimentalni ¢asti disertacni prace byly pouzity metody,
které umoznily zhodnoceni inkorporace BAL do polymerni matrice a jeji
naslednou optimalizaci.

Stanoveni vlhkosti vzorkii

Obsah vody PVOH a modifikovanych PVOH filmi byl stanoven
gravimetricky [174, 175]. Vzorky byly nejprve zvazeny (wg) a potom suseny ve
vakuové susarné pii 60 °C do konstantni hmotnosti (w;). Obsah vody byl
nasledné vypocten podle rovnice (7). Testovani bylo provedeno tiikrat pro
kazdy vzorek.

Wo

Stanoveni stupné bobtnani a rozpustnosti

Stupen bobtnani (DS) PVOH a modifikovanych PVOH filmu byl stanovovan
U vzorkd nastfihanych na c¢tverecky o rozmérech 1,5 x 1,5 cm, které¢ byly
nejprve suSeny pi1 60 °C do konstantni hmotnosti (w1). Poté byl kazdy ze vzorki
ponofen do demineralizované vody pii teploté¢ 25 °C. V predem urcenych
casovych intervalech byly vzorky z vody vyjmuty a po opatrném odstranéni
povrchoveé vlhkosti byla méfena jejich hmotnost (w;). Stupet bobtnani byl
vypocten nasledovné (8):

DS(%) = % 100 (8)

Zbobtnalé vzorky byly po poslednim méteni DS suSeny pii 60 °C
do konstantni hmotnosti (w3) a rozpustnost (S) byla vypoétena podle rovnice

(9):

s =W1"ws) 100 (9)

w1
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Strukturni charakterizace

Jednou ze studovanych technik umoznujicich zjiSténi ucinnosti zesiténi
PVOH byla metoda infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci
se zeslabenou uplnou reflektanci (FTIR-ATR). Jedna se o nedestruktivni metodu
pro stanoveni chemické struktury materiald na zakladé jejich chemickych vazeb
[176].

Meteni spekter bylo provadéno na pfistroji Nicolet 320 FTIR (Nicolet
Instrument Corporation, Charleston, WV, USA) s pouzitim Zn-Se Krystalu

a softwaru OMNIC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) v rozsahu
4000650 cm™. Ve viech piipadech bylo méfeno pii rozliseni 2 cm™.

Tepelné vlastnosti

Pro termickou analyzu byla zvolena diferen¢ni snimaci kalorimetrie (DSC).
Jednd se o méfeni zmén tepla absorbovaného nebo uvoliiovaného vzorkem
pii definovaném teplotnim programu. Vysledkem tohoto méfeni bylo zjiSténi
zmén krystalické struktury, teploty tani a teploty skelného ptechodu
modifikovanych polymernich matric vici ¢istému PVOH [177, 178].

PVOH a modifikované PVOH filmy byly analyzovany diferen¢ni Snimaci
kalorimetrii pomoci pfistroje NETZSCH (Selb, Germany) DSC 200 F3 za
ucelem posouzeni zmén tepelnych vlastnosti vzorki. Pred samotnou analyzou
byly vzorky suSeny pi1 60 °C po dobu 14 hodin a ponechany vychladnout
v exikatoru. Pro analyzu bylo odebrano 8-10 mg z kazdého vzorku. Samotna
analyza probihala rychlosti 10 °C/min od teploty -20°C do 160 °C a po
dosaZeni této teploty byla udrzovana jesté 15 min kvili zabranéni vlivu vlhkosti
(prvni ohiev). Poté doslo stejnou rychlosti k chlazeni na -20 °C. Po udrZeni této
teploty po dobu 1 minuty néasledoval druhy ohfev naprogramovany od -20 °C
do 250 °C. Teplota tani (T,,) byla urena jako maximalni hodnota endotermy
z prvniho ohfevu. Teplota skelného prechodu (Tg) byla stanovena z druhého
ohfevu ze sttedu postupné¢ho naristu mérné¢ho tepla spojeného se skelnym
piechodem. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu STAR® Default DB
V9.20.

Mechanickeé viastnosti

Mechanické vlastnosti polymerti se zjiStuji méfenim jejich pevnosti.
Modifikované polymerni systémy byly testovany pomoci statické zkouSky
vtahu [179]. Tahova zkouSka byla provadéna na zkuSebnim trhacim stroji
M350-5CT (TESTOMETRIC Co. Ltd, Velka Britanie).
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Youngliv modul a pevnost vtahu byly méfeny na vzorcich PVOH,
a PVOH/LA obdélnikového tvaru dle normy CSN EN ISO 527-1 [180] a CSN
EN I1SO 527-3 [181]. Pocate¢ni délka vzorkd byla 50 mm, Sifka 10 mm
a tloustka 100-130 um. Zkousky byly provadény pro kazdy vzorek Sestkrat na
piistroji Instron (Norwood, MA, USA) 8871, pii 25 °C a 40% relativni vlhkosti.
Ptesné parametry zkuSebniho télesa byly zméfeny pi1 samotném testovani
digitdlnim mikrometrem napojenym na pocitaé. Rychlost deformace byla
nastavena na 50 mm/min. Pied samotnou zkouskou byly vzorky kondicionovany
pii 25 °C, 50% vlhkosti po dobu 10 dni k dosazeni rovnovazného stavu (podle
CSN EN ISO 291 [182]). Vlastni méfeni tahovych vlastnosti probihalo upnutim
zkuSebniho télesa do Celisti trhaciho stroje tak, aby podélna osa zkuSebniho
télesa byla shodnd s osou Ccelisti trhaciho stroje. ZkuSebni téleso bylo
protahovdno ve sméru své podeélné osy konstantni rychlosti az do ptetrZeni.
Me¢éfeni byla provadéna Sestkrat pro kazdy vzorek a vysledky jsou uvedeny jako
primérna hodnota.

Antimikrobialni viastnosti

BéZzn€ pouzivand norma pro testovdni antimikrobidlni aktivity povrchu
polymerd ISO 22196 [183] nemohla byt z fyzikaln¢ chemickych vlastnosti
PVOH provedena. Proto se jako vhodnou alternativou jevily dvé metody.
Jednou znich je testovani na agarovych plotnach podle Kirby-Bauerovy
metody, kterd byla ptivodné vyvinuta pro testovani antibiotik (obr. 10) [7, 108,
184]. Dle této metody bylo 100 pl bakterialni suspenze (pfiblizng 10° CFU/mI)
rozetieno na agarovou plotnu, na kterou byly nasledn¢ umistény vzorky
0 priméru 8 mm (kazdy vzorek Ctyfikrat pro kazdou bakterii). Po 24 h inkubace
pti 3542 °C pro S. aureus CCM 4516 a 37+2 °C pro E. coli CCM 4517 byly
méfeny inhibini zony v péti smérech. Bézné stanovovany primér zony inhibice
nebylo mozno méfit z divodu nesoumérného bobtnavani PVOH matrice vzorki.
Nasledné byla vypoctena primérna hodnota a smérodatna odchylka velikosti
Sitky inhibi¢ni zony.
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Obr. 10: Kirby-Bauerova diskovd metoda; a) vzorek bez zony inhibice, b) vzorek
se zonou inhibice

Pii metodé zfed'ovani a inkubace na agarovych plotnach byly vzorky
polymernich filmi (cca 0,5 g) umistény do zkumavek obsahujicich 9 ml roztoku
Nutrient bujonu a 1 ml bakterialni suspenze. Po 2 hodinach inkubace pii 37 °C
bylo provedeno pocate¢ni fedéni prevedenim 1 ml smési do 9 ml fyziologického
roztoku, zkumavka byla fadn¢ protfepana a proces opakovan po nekolik dalSich
fedéni jak schematicky zndzornéno v obrazku 11 [184]. Z téchto ziedénych
roztokll byly stanoveny pfezivsi bakterie pomoci metody pocitdni na pevnych
puidach nasledujicim postupem: 100 ul roztoku bylo nadavkovano do sterilni
Petriho misky, zalito Nutrient agarem a inkubovéano pii 37+2 °C po dobu 24 h,
po jejimz uplynuti byl stanoven pocet kolonie tvoricich jednotek (CFU).

1ml 1ml 1ml 1 ml 1 ml

9 ml fyziologického roztoku

Vzorek s
o v kazdé zkumavce

fedéni 1:100

"2.3| 1:100 000

Rust po vyockovani
na Zivny agar

Obr. 11: Sériové redeni vzorku a primé stanoveni poctu kolonie tvoricich
jednotek [184]
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Efektivita antibakterialni aktivity (EAA) PVOH/LA filma byla vyhodnocena
pomoci nasledujici rovnice:

EAA(%) = % 100 (10)

kde: Ng predstavuje po¢et CFU/ml pro kontrolni vzorek (Cist¢ PVOH) a Ns
pro vzorek obsahujici LA.

Vypoctené hodnoty EAA byly poté vyhodnoceny pomoci rovnice (11)
a kiivky regrese, které byly zpracovany metodou nejmensSich Etverci pomoci
funkce Solver v Microsoft Office Excel 2010 (Redmond, WA, USA).

EAA = EAA, 4, - (1 —e7F9) (11)

kde: EAA [%] je efektivita antibakteridlni aktivity, EAAmx piestavuje
maximum EAA (limitni hodnota za danych podminek), ¢ [hm. %] je
koncentrace antimikrobialniho cinidla (piepocteny obsah LA ve filmu) a -k
predstavuje konstantu ucinnosti urcujici miru antimikrobialni aktivity ¢inidla
pusobici proti vybranému bakteridlnimu kmenu v danych podminkach
experimentu (teplota, Cas inkubace). Kazdé stanoveni bylo provedeno ttikrat
vedle sebe.

Vysledky a diskuze
Stanoveni obsahu vody

Pro modifikace s LA byly pouzity tfi typy PVOH s raznym rezidudlnim
obsahem acetatovych skupin (rozlisné HD). Gravimetrické stanoveni obsahu
vody v zavislosti na koncentraci LA je zndzornéno na obrazku 12. Je ziejme, Ze
obsah vody u vzorkili po kondicionaci stoupd v zavislosti na rostoucim mnozstvi
LA u vSech tfi typit PVOH. Statisticky vyznamny narust je znatelny u PVOH 80
jiz pti pridavku 5 % LA, kdezto u PVOH 8-88 pfi 15 % LA a PVOH 6-98 az pti
20 % LA. Filmy s 30 % LA vykazovaly nejvyssi obsah vlhkosti, zatimco obsah
vody u c¢istych PVOH byl pod 6 % hm. Obsah u PVOH80-LA30, PVOH8-88-
LA30 a PVOH6-98-LA30 byl 14,5; 17,0 a 13,1 % hm. Nejniz$i hodnota byla
zjiSténa u plné hydrolyzovaného PVOH 6-98, nasledovana hodnotou PVOH 80.
Nejvyssi hodnota u PVOH8-88-LA30 mize byt vysvétlena nejvyssi molarni
hmotnosti PVOH 8-88 v porovnani s ostatnimi typy pouzitych PVOH matric.
Krystalinita PVOH ma tendenci ke sniZzovani v zavislosti na ristu molarni

49



hmotnosti. Tedy dlouhé molekularni fetézce narusuji segmentéalni pohyb, coz

vvvvvv

odstup v disledku vysokého zatizeni LA miize naznaCovat vysSSi absorpci
vlhkosti z okolniho prosttedi.
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Obr. 12: Obsah vody v PVOH/LA filmech v zavislosti na HD a obsahu LA;
PVOH 80 (tmave sedy), PVOH 8-88 (bily), PVOH 6-98 (svétle sedy)

Stupern bobtnani a rozpustnost

Vzhledem k tomu, ze ¢aste¢né hydrolyzované PVOH matrice tvoti vodikové
mustky mezi zbytkovymi acetatovymi skupinami a molekulami vody, je mozno
konstatovat, Ze nejvys$s$i dosazeny stupenn zbobtnani je omezeny v disledku
rozpousténi vzorkll [166]. Nejsou zde proto uvedeny udaje o bobtnani vzorkl
PVOH 80 a PVOH 8-88. Vzhledem k rychlému rozpousténi vzorki PVOH
s niz§im HD, obrazek 13 zndzoriiuje pouze zavislost bobtnani na Case podle
rovnice (8) pro pln¢ hydrolyzovany PVOH (PVOH 6-98). Rostouci rychlost
bobtnani by mohla byt vysledkem plastifika¢niho efektu vlivem ptidavku LA,
tedy molekuly vody pronikaji amorfni oblasti polymerni matrice s dalsi interakci
bocnich hydroxylovych skupin; obdobné¢ se zvySuje volny objem matrice.
Rychlost uvolnovani amorfnich oblasti je disledkem snizené krystalinity [166].
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Obr. 13: Zavislost stupne bobtnani filmi a) PVOH6-98, b) PVOH6-98/LA5,
c) PVOH6-98/LA10, d) PVOH6-98/LA15, ) PVOH6-98/LA20, f) PVOH6-
98/LA25, g) PVOHG6-98/LA30 na case

Vsechny piipravené filmy byly bezbarvé a transparentni. Nicméné poté co
byly v kontaktu s vodou, vykazovaly rGzné stupné rozpustnosti. Filmy
ptfipravené z CasteCné hydrolyzovaného PVOH se rozpoustély rychle (béhem
30 sekund) a plné hydrolyzované, jak jiz bylo zminéno, pomaleji. Pfitomnost
acetatovych skupin zde podpofila vznik vodikovych mustkt mezi fet¢zci PVOH
a molekulami vody. Navic podobné hodnoty parametrii rozpustnosti (8,) pro
polyvinylacetat (19,06 J*? cm™®?) a vodu (22,27 3 cm™®?) mohou podporovat
vyssi afinitu s PVOH s nizs§im HD [185]. Nicmén¢ plné hydrolyzované PVOH
filmy se ve vodé€ pii pokojové teploté jevi jako nepatrné rozpustné a bobtnaji za
vzniku hydratovanych filma. Silné inter- a intramolekularni vodikové mustky
tvofené prostfednictvim hydroxylovych skupin omezuji interakci mezi PVOH
a molekulami vody, coZ vede k niZ8i rozpustnosti. Jak je znazornéno na obrazku
14, v ptipad¢€ nizkého obsahu LA (5 %) je rozpustnost systémil nizsi, avSak
statisticky nevyznamna Vv porovnani s ¢istym PVOH. ZvySeni rozpustnosti bylo
pozorovano az u filmi s vy$§im mnozstvim LA, kdy rozdilnost obsahu LA
vrozmezi 10-25 % byla na hladin¢ vyznamnosti 5 % zanedbatelna. V této
souvislosti se potvrzuje, Z¢ funkce LA jako plastifikatoru ve volné formée
zpusobuje V polymernim systému zmény ve volném objemu PVOH a pohani
k neomezené difiizi molekul vody pies matrici [89, 166].
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Obr. 14: Zavislost rozpustnosti filmii a8) PVOH6-98, b) PVOH6-98/LA5,
c) PVOH6-98/LA10, d) PVOH6-98/LA15, ) PVOH6-98/LA20,
f) PVOH6-98/LA25, g) PVOH6-98/LA30 na case

Strukturni charakterizace

Strukturni identifikace ¢istych komponent (PVOH a LA) a jejich smési
(PVOH/LA) byla provadéna technikou FTIR-ATR. Spektra Cistych materialt
jsou zobrazena na obrazku 15. Typické absorpéni pasy spekter PVOH
s rozdilnymi HD jsou nasledujici: pik 3257 cm™ (O-H) v kondenzované fazi,
2921 cm™ (C-H), 1415, 1372, 1238 a 1085 cm™ (C-0), 1021 cm™ (O-H)
a830cm™ (C-H). Konkrétng, v pln¢ hydrolyzované formé je pritomnost
absorpéniho pasu v 1731 cm™, typického pro karbonylové skupiny (C=0), slaba
vzhledem k niz§imu obsahu zbytkovych rezidualnich acetatovych skupin.
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Obr. 15: FTIR-ATR spektra cistych komponent a) PVOH 80, b) PVOH 8-88,
c) PVOH 6-98, d) LA

FTIR-ATR spektrum LA zobrazuje charakteristické absorpéni piky
v 3486 cm™ (O-H), 1734 a 1726 cm™ (C=0), dale 1232, 1130 a 1047 cm™
(C-0). Soucasn¢ s rostoucim obsahem LA rostla intenzita vétSiny téchto pik,
stejn¢ jako posun k vySSim hodnotam vInovych délek. Napiiklad pik
v 3257 cm™ byl pak detekovan v 3289 cm™ a tyto ziejmé zmény jsou viditelné
na obrazku 16. Ziejma byla také piitomnost pasu v 1731 cm™ pro
PVOHG6-98-LA30 (karbonylové skupiny C=0). Mohlo by to byt zplisobeno
roubovanim dochéazejicim mezi PVOH a LA, stejné¢ jako intenzita piku
v 1124 cm™, ktera koresponduje s publikovanou studii Carlotii et al. [160]
0 ¢astecné tvorbé PVOH-LA esteru prokézané na zaklad¢ nukledrni magnetické
rezonance (NMR).
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Obr. 16: FTIR-ATR spektra filmii a) PVOH 80, b) PVOH 8-88, ¢) PVOH 6-98 a
30% hm. LA

Mozna PVOH/LA interakce jiz byla detailné¢ popsana [89]. Interakce mezi
fetézci PVOH a LA byla zkoumana pomoci FTIR a termogravimetrii s FTIR
analyzou uvolnéného plynu (TG FTIR). Vysledky potvrdily, Ze ¢ast LA je
navazana na PVOH esterovou vazbou. Kyselina mlééna ve volné formé
(nenavazana) byla zjiSténa také. Nenavdzana forma LA je odpovédna
za plastifikaci PVOH, jak je diskutovano dale.

Tepelné vlastnosti

Zavislost teploty skelného piechodu Ty a teploty tani Ty, na koncentraci LA je
uvedena na obrazku 17. Z termogramu je mozné konstatovat rozdily v zavislosti
na HD pouzitych PVOH. Napiiklad charakteristické Ty a T, zavislé na HD jsou
vidét u Cistych PVOH, kdy se zvySujicim se HD jsou soucasné detekovany vyssi
Tm a Ty. Navic hodnoty pro Tq a Ty, jsou vyssi nez v systétmech PVOH s LA.
Se zvySujicim se obsahem LA klesa Ty i Ty, coz znovu potvrzuje funkci LA
vV navrzenych systémech jako plastifikatoru a toto zjiSténi koresponduje se
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stupném bobtnani a studiemi rozpustnosti stejné jako s informacemi z FTIR
spekter. Celkovy pokles Ty je 0 50 % a T, 0 8 % s ohledem na nejvyssi
koncentraci LA v porovnani s c¢istym PVOH. Dosavadni vysledky jsou
v souladu s Carlotii et al. [160], kde Tg klesa spolu s rostoucim stupném
substituce PVOH roubovaného LA. V piipadé PVOH 80 s30 % LA nebylo
mozné vycislit mnozstvi krystalické faze, ktera je spojena s vyskytem a plochou
piku endotermického tani. Nehled¢ na to vSak Ize piredpokladat, Ze ob¢
komponenty vzhledem Kk jejich polarit¢ demonstruji vysokou kompatibilitu.
Nasledné zmény ve volném objemu ovliviiuji krystalinitu stejné jako amorfni
oblast, tudiz je patrny pokles Ty, i Ty V této souvislosti ukazuje plné
hydrolyzovany PVOH dobte uspotfadané, sefazené fetézce orientované smeérem
k sobé, které zde zvySuji krystalinitu (vyss$i Tp), zatimco acetatové skupiny
v ¢astecné hydrolyzovaném PVOH plsobi jako vlozky, které omezuji
krystalinitu tim, Ze brani véazani fetézcli vytvafenim uzavien¢ho systému.
Redukce krystalicke struktury je ovlivnéna orientaci krystalti @ morfologii, coZ
se odrazi ve vyslednych mechanickych vlastnostech systémi [156, 165, 172].
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Obr. 17: DSC charakterizace [T4 (A) a Ty, (B)] jako funkce obsahu LA
v a) PVOH 80, b) PVOH 8-88, ¢) PVOH 6-98

Mechanickeé viastnosti

Vliv modifikaci LA na mechanické vlastnosti filmi je zifejmy. Zavislost
Youngova modulu pruznosti (E) na obsahu LA ve filmech je zobrazen na
obrazku 18A. U vzorkl bez LA bylo mozno vidét, Ze se snizujicim se obsahem
rezidualnich acetatovych skupin v PVOH dochdzelo k nartstu E danych filmi.
Cisty PVOH 6-98 dosahoval nejvy$si hodnoty E (2065 MPa), zatimco PVOH 80
predstavoval nejnizsi E (816 MPa). Tyto poznatky se shoduji s jiz uvedenymi
vysledky z DSC (T, a Tg). Vysvétleni Ize nalézt napiiklad ve strukturnich
rozdilech polymertt v souvislosti s obsahem acetatovych skupin. Pln¢
hydrolyzovany PVOH obsahuje 2 mol % zbytkovych acetatovych skupin,
kdezto ¢astecné hydrolyzovany 12—20 mol %. Nicméné hodnota E u vSech typt
PVOH filmt s LA kles4 se zvySujicim se mnozstvim modifikatoru. Relativni
redukce E v ptipadé vysokych koncentraci LA neni piekvapujici, nicméné
hodnota E je ve srovnani s nemodifikovanym PVOH velmi nizkd. Obdobny
trend byl pozorovan také u pevnosti vtahu, kde dochézelo
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u PVOH-LA filmt k znacnému poklesu této hodnoty v zavislosti na zvysSujicim
se mnozstvi modifikatoru (obrazek 18B). Vysledky jsou v souladu s tepelnymi
vlastnostmi a testovanim rozpustnosti, kdy pfitomnost LA znacné snizuje T
a T, coz naznacuje jeji plastifikacni plisobeni v systému. Mechanické vlastnosti
byly ovlivnény také nizkou molarni hmotnosti latek, ktera je zodpovédna za
kiehkost a snizené mechanické pevnosti. S timto tvrzenim plné koresponduje
pravé PVOH 80, ktery mél z pouZitych polymernich matric nejniz$i molarni
hmotnost. Nicméné PVOH 8-88, ktery mél nejvyssi molarni hmotnost, ukazoval
jen mirné zvySeni hodnot modulu a pevnosti v tahu pii pfetrzeni. Proto lze
konstatovat, ze vétsi vliv na méfené vlastnosti filmi mél HD pouzitych PVOH
matric.
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Obr. 18: Youngiiv modul pruznosti (A) a pevnost v tahu pri pretrzeni (B) jako
funkce obsahu LA v a) PVOH 80, b) PVOH 8-88, ¢) PVOH 6-98 a 30% hm. LA
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Obrazek 19 zobrazuje procentualni sniZzeni hodnot Youngova modulu
pruznosti a pevnosti Vvtahu pii pfetrzeni vzhledem k pivodnim
nemodifikovanym vzorkiim. Modifikace filmi pomoci LA vyrazné sniZuje
Youngiiv modul pruznosti od ptidavku 10 % LA v ptipad¢ PVOH 80 a PVOH
8-88, zatimco u PVOH 6-98 az od 15 % LA, ptfi¢emz dalsi ptidavky LA jej jiz
statisticky vyznamné neméni. V piipadé pevnosti v tahu pii pfetrZzeni jsou
hodnoty snizovdny u vSech systéml postupné, mirné linearné¢ v zavislosti na
piidaném mnoZstvi LA.
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Obr. 19: Relativni redukce mechanickych vlastnosti [Youngova modulu

pruznosti (A) a pevnosti v tahu pri pretrzeni (B)] a) PVOH 80, b) PVOH 8-88,
¢) PVOH 6-98 filmui v zavislosti na obsahu LA
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Antimikrobidlni viastnosti

Antimikrobidlni vlastnosti pfipravenych filmi byly hodnoceny diftiznimi
agarovymi testy. Zavislosti velikosti ristovych inhibi¢nich zén na koncentraci
LA jsou znazornény na obrazku 20. Z vysledkt je zfejmé, Ze vSechny filmy byly
ucinné proti zastupcim jak grampozitivnich (S. aureus), tak gramnegativnich
(E. coli) kmenti bakterii a to i pfi nejnizsi koncentraci LA, krom¢ vzorku PVOH
s0% LA, ktery slouzil jako kontrolni vzorek. Schopnost LA ménit se
Z nedisociované formy na disociovanou zvysSuje antimikrobidlni u¢inek. Pokud
je LA Vv nedisociované form¢, mize volné difundovat pfes polopropustnou
membranu mikroorganismii do bunécné cytoplazmy [172]. Antimikrobialni
aktivita rostla se zvySujicim se mnozstvi LA v systému, nicméné je ziejmé, ze
antimikrobialni aktivita do koncentrace 25 % LA byla u obou bakterialnich
kmentt mirn¢ vyssi pro PVOH 80. Toto zjisténi mize byt spojeno s dobrou
rozpustnosti vzorkii na bazi PVOH 80, kterd jiz byla diskutovana. Dobra
rozpustnost vzorkil ve vod¢ zvysuje difuzi LA inhibujici bakterie na agaru.
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Obr. 20: Vysledky difiizniho testu PVOH/LA filmii proti Staphylococcus aureus
(A) a Escherichia coli (B); PVOH 80 (tmave sedy), PVOH 8-88 (bily),
PVOH 6-98 (svetle sedy)

Jako druhd zkousSka pouzitd ke studiu antimikrobialni aktivity danych
materiall v tekutém médiu proti patogenlim, byla provadéna metoda zied’ovani
a inkubace na agarovych plotnach. Uginnost antimikrobialni aktivity (EAA) byla
stanovena podle rovnice (10) a kone¢né hodnoty CFU byly vyhodnoceny na
zékladé mnozstvi LA v systému s pouzitim vhodného modelu k charakterizaci
experimentalnich dat. EAA data byla zpracovana pomoci rovnice (11) a kiivky
regrese ziskany pomoci metody nejmensich ¢tverci. Vysledky experimentu jsou
shrnuty na obrazku 21 a pichled konstant je uveden v tabulce 9. Je mozno
konstatovat, ze hodnota EAA je vys§i pro PVOH 80 (nejniz§i HD) nez
U ostatnich dvou pouzitych PVOH na grampozitivniho zastupce bakterii.
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Nicméné PVOH 8-88 a PVOH 6-98 maji také vysoké hodnoty konstanty
ucinnosti, coz znamena, ze vysoka aktivita systému neni ovlivnéna HD
pouzitétho PVA. Obecné lze fici, Ze ¢im je vy$s$i hodnota K, tim je systém
ucinnéj$i. Navic uz 1 hodnota EAA systému s nejnizSim obsahem LA byla
vyznamna, tudiZ i koncentrace LA mensi nez 5 % by mohla byt v danych
systémech ucinnd jak proti bakterialnim kmenim E. coli tak i S. aureus.
To potvrzuje 1 fakt, ze vSechny navrzené systémy pusobici proti E. coli vykazuji
limitni hodnotu pro EAA 100 % s vysokou hodnotou -K.

Tabulka 9: Konstanty vzorce (11) popisujici antimikrobialni aktivitt PVOH/LA
filmi

Bakterialni kmen Typ PVOH  EAAL[%] -k R’

Staphylococcus aureus PVOH 80 95,99 0,0812 0,99
PVOH 8-88 100 0,0671 0,99
PVOH 6-98 100 0,0700 0,98

Escherichia coli PVOH 80 100 0,1475 0,99
PVOH 8-88 100 0,1185 0,99
PVOH 6-98 100 0,1189 0,98

Oba testy provadeéné k posouzeni antimikrobialni aktivity naznacuji vynikajici
vykonnost navrzenych systémi bez ohledu na skupinu pouzitych bakteridlnich
kmentl.
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Obr. 21: Zavislost EAA proti Staphylococcus aureus (plné symboly) a
Escherichia coli (prazdné symboly) na obsahu LA v PVOH 80 (A), PVOH8-88
(B) a PVOH 6-98 (C) filmech (¢drkovana kiivka znazornuje regresni krivku dle

vzorce 11)
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Shrnuti okruhu |

Flexibilni polymerni filmy na bazi tfech riznych typi PVOH a LA,
ptipravené technikou roztokového odlévani, byly charakterizovany sledovanim
vlivu HD na strukturdlni, mechanické a tepelné vlastnosti. Strukturdlni
charakterizace pomoci FTIR potvrzuje esterifikacni reakci mezi fetézci PVOH
a LA. Krom¢ toho byla demonstrovana vysoka afinita obou komponent
V systému pomoci stupné bobtnani a testovani rozpustnosti, stejné jako
prostfednictvim hodnoceni skelného prfechodu a teploty tani, kdy bylo
potvrzeno, ze LA plsobi jako plastifikator.

Ve srovnani hodnot stupné¢ hydrolyzy PVOH 80, PVOH 8-88 a jejich
odpovidajici modifikované systémy kyselinou mléc¢nou ukazuji jak snizeni T
a T, tak mechanickych vlastnosti. Toto chovani tizce souvisi se strukturou cisté
PVOH matrice a jejim uspotfadanim ptitomnych zbytkovych acetatovych skupin
a také ucasti LA. Roubovani pomoci LA naruSuje nebo zeslabuje vodikové
mustky mezi fetézci PVOH, coz objasiiuje kone¢nou podobu systém.

Byla zde také hodnocena antimikrobialni t¢innost navrhovanych systémi
pomoci dvou rozdilnych metod. Tato ucinnost byla popsdna matematickym
modelem, kdy konecné parametry dosahly limitu pro EAAnx S vysokymi
konstantami u¢innosti. LA je uc¢innou antimikrobidlni BAL vhodnou pro
modifikaci PVOH filmi, které maji potencial pro uplatnéni v potravinaiskych
I zdravotnickych aplikacich.
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2.2 Imobilizace  nisinu do  zesitované  struktury
polyvinylalkoholu

Uvod

Sitovani vodorozpustnych polymert je dilezitou reakci pii piiprave
specialnich obaltli, hydrogelovych soustav a systémt pro fizené dodavani 1é¢iv €1
jinych biologicky aktivnich latek.

V ptipadé€ polyvinylalkoholu (PVOH) se vybizi zavedeni pti€nych vazeb mezi
jednotlivé fetézce prosttednictvim piitomnych hydroxylovych skupin. Doposud
znam¢é metody zavedeni pficnych vazeb mezi fetézci PVOH se omezuji
pfevazné na pouziti velmi reaktivnich dialdehydt [186]. Jejich hlavni
nevyhodou je jejich toxicky charakter pro bunky [187]. Naptiklad glutaraldehyd
(LD50 oraln¢ pro krysu 134 mg/kg) byl identifikovan jako neurotoxicky a jeho
vliv na lidské télo neni jesté zcela prozkouman [188]. O glyoxalu (LD50 oralné
pro krysu 200 mg/kg) je znamo, ze je mutagenni [189]. Jsou naznaky jejich
nahrady genipinem (LD50 oraln€¢ pro krysu 237 mg/kg), ktery oproti nim
vykazuje nizsi toxicitu [190, 191].

Jednou z moZnosti feSeni tohoto problému je nahrazeni dialdehydi
dvojfunkénimi karboxylovymi kyselinami, kde je mozna esterifikace mezi
karboxylem a hydroxylem (obr. 22) [192-194]. Jejich vyhodou je, Ze jsou ve
vod¢ rozpustné, proto jsou velmi vhodné pro PVOH matrici.

OH O  OH
OH OH OH o co
|
+ (CH (CHz)4
OH OH OH (6H0>3 -2H20 co
|
OH O OH

Obr. 22: Schematické zndazornéni sitovani PVOH matrice glutarovou kyselinou

Kyselina glutarova (GA) je typickym predstavitelem dikarboxylovych
kyselin. GA (1,5-pentandiova kyselina), organicka kyselina s péti atomy uhliku
zobrazena na obr. 23, obsahuje dv¢ karboxylové skupiny, které mohou reagovat
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S hydroxylovymi skupinami polymeru za vzniku kovalentni vazby mezi
molekulami polymeru. Je dostupna ve form¢ bilého krystalického prasku. GA je
netoxicka (LD50 oraln¢ pro krysu 2000 mg/kg) a vyskytuje se hlavné
v rostlinnych a zivo¢iSnych tkanich, naléza se také v krvi a moc¢i [146, 189], dale
je casto identifikovana ve vzorcich atmosférickych ¢astic [195].

1 0
I
HO—C—CH,—CH,—CH,—C—OH

Obrazek 23: Struktura kyseliny glutarove (GA)

Pouzité materialy

Pro tuto ¢ast experimentdlni prace byl pouzit PVOH 6-98
(My, ~ 47 000 g/mol, HD 98 mol %), ktery byl dodan firmou Sigma Aldrich,
nisin ve ¢tyfech formach, které jsou specifikované v tabulce 10. Pii vyrob¢ byla
dale pouzita HCI 35% a metylalkohol od Penta chemicals.

Tabulka 10: Charakterizace 4 typu nisinovych modifikatori

Forma Oznaceni Obsah Stabilizovan
nisinu
1 NIS-PEG 0,53 % PEG 2050 a solemi (NH,),SO,
2 NIS-(NH,).SO, 0,17 % Solemi (NH,4),SO,
3 NIS-Tween 0,14 % Poly(oxyetylen)sorbitan-monooleatem
(Tween 80) a solemi (NH,4),SO,
4 NIS-NaCl 2,5 % NaCl

Nisinové modifikatory ve formé 1-3 byly ziskany experimentalné ve spolupraci
s projektem MZe QJ 1310254. Forma 4 byla zakoupena u firmy Sigma-Aldrich.

Piiprava vzorki

Na zéaklad¢ vysledku ziskanych z okruhu | (viz kapitola 2.1) byl pro tuto
studii zvolen PVOH 6-98 z divodu jeho vyhodnych fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Pro zji$téni chovani nisinu imobilizovan¢ho do polymerni PVOH
matrice byly pfipraveny modelové vzorky obsahujici PVOH, nisin (NIS)
ve ¢tyfech formach, GA (netoxické sitovaci Cinidlo), metylalkohol a kyselinu
chlorovodikovou 0,02M (vytvaiejici kyselé prostiedi pro stabilizaci nisinu).

65



Nejdiive, pro pochopeni vlastniho sitovani PVOH glutarovou kyselinou, byla
piipravena série modelovych vzorkl zesitovaného PVOH neobsahujiciho nisin
pro zjisténi materialového chovani a nasledného porovnani zmén zpisobenych
inkorporaci jednotlivych nisinovych forem. Obsah GA byl volen podle rovnice
(12) [60] pro dosazeni stupné zesiténi polymeru V rozmezi 0-100 %.

X, = LeaxMevorX2 o 4 (12)

WpyonXMga

kde: Xga stupen zesiténi PVOH; Wga hmotnost sitovaciho ¢inidla [g]; Wpvon
hmotnost PVOH [g]; Mga molekulova hmotnost sitovaciho ¢inidla; Mpyon
molekulova hmotnost PVOH.

PVOH byl rozpustén (10 hm. % roztok) za stalého michani pii 90 °C po dobu
30 min v 0,02M HCI. Po samovolném ochlazeni tohoto roztoku do néj byla
postupné pridana GA (koncentrace 0-100 hm. %, vztazeno na hmotnost
polymeru — viz tab. 11) a metylalkohol za kontinualniho michéni po dobu
16 hodin pro utvofeni vazeb mezi fetézci PVOH a GA. Po této dobé bylo
ptidano 5 ml 0,02M HCI obsahujici adekvatni mnozstvi NIS (popt. bez nisinu),
piredem piefiltrované pies stiikackovy mikrofiltr (PTFE 0,45 pum), pro ziskéani
koncentrace 150 pg cist¢ého NIS v 1 g vysledného filmu. Takto pfipraveny
roztok vzorku byl jest¢ michén dalSich 15 minut pro dosaZeni Gplné homogenity
vzorku a nasledn¢ byl rozlit do akrylovych forem a ponechan vysusit
v horkovzdusné susarné¢ 24 hodin pii 35°C. Vzorky byly pied vlastni
charakterizaci skladovany v polyetylenovych saccich pro zamezeni pftistupu
vlhkosti v exikatoru v temnu pii 25+2 °C. Tloustka vzniklych filmd byla
100-130 um. Vzorky filmt jsou dale oznaceny jako PVOH/XGA/NIS-y, kde x
zna¢i procentualni zesiténi PVOH matrice a y ukazuje typ nisinového
modifikatoru.

Tabulka 11: Obsah GA v jednotlivych vzorcich polymernich folii

Vzorek GA Vzorek GA

[9/10g PVOH] [0/10g PVOH]
PVOH/0% GA  0,0000 PVOH/40% GA 5,6217
PVOH/5% GA  0,7027 PVOH/60% GA 8,4326
PVOH/10% GA 1,4054 PVOH/80% GA 11,2434
PVOH/20% GA 2,8109 PVOH/100% GA 14,0543
PVOH/25% GA 3,5136
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Pouzité metody
Stanoveni stupné bobtndni a rozpustnosti vzorkii

Tato stanoveni probihala za stejnych podminek, jako je uvedeno vySe
v kapitole 2.1.

Morfologicka analyza - skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronovy mikroskop (Vega II/LMU, Tescan, Ceska republika)
se pouziva ke zkoumani morfologie povrchii 1 wvnitini struktury (v lomu)
materiall pi1 vysokych zvétsenich. Poskytuje pseudo trojrozmérné obrazky a ma
oproti jinym zobrazovacim technikdm vyhodu, Ze neni ovlivnéna mnoha
odchylkami. Rozsah zvétSeni se obvykle pohybuje v rozmezi od 20 nasobku az
do 50 000 i vice nasobku [196]. K ziskani obrazkt vnitini struktury kompozith
byly vzorky zmrazeny podchlazenim v hlubokomrazicim boxu pi#i -60 °C,
rozlamany a opatieny vodivou vrstvou obsahujici té¢Zké atomy.

Termogravimetricka analyza (TGA)

Termogravimetrie patii mezi jednu z nejvice vyuzivanych metod, pii které se
zaznamenava zména hmotnosti vzorku pii definovaném teplotnim programu
a stanovenych podminkach. Dlvodem uUbytku hmotnosti vzorku vlivem
zvysujici se teploty je vznik plynnych produktl, které byvaji pomoci nosného
inertnitho plynu (dusik, hélium) odnaSeny, aby nedoSlo k jejich ptfipadnym
reakcim a ovlivnéni vysledku. TGA poskytuje rychly zplsob pro odliseni
jednoho polymeru od jiného pomoci pouze miligramovych mnozstvi materialu
[197].

Pii této analyze bylo navazeno ptiblizn¢ 11 mg z kazdého vzorku a umisténo
do platinové panvicky. Termogravimetricka analyza byla provedena pomoci
termogravimetru Q500 (TA Instrument, USA) Vv rozmezi teplot 25-750 °C pfii
rychlosti ohfevu 10 °C/min v proudicim dusiku (100 ml/min). Pro vyhodnoceni
vysledki byl pouzit program V20.13 Build 39.

Strukturni charakterizace

Analyza zmén chemické struktury filmG byla provedena infracervenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci se zeslabenou uplnou reflektanci
(FTIR-ATR) dle kap. 2.1.
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Tepelné vlastnosti

Termicka analyza byla provedena pomoci diferenc¢ni snimaci kalorimetrie
(DSC) s obdobné¢ piipravenymi vzorky a na stejném pfistroji, jako je uvedeno
v kapitole 2.1. Samotna analyza probihala rychlosti 10 °C/min od teploty -20 °C
do 230 °C a po dosazeni této teploty byla udrzovana jesté 1 minutu (prvni
ohiev). Poté doslo stejnou rychlosti k chlazeni na -20 °C. Po udrzeni této teploty
po dobu 1 minuty nasledoval druhy ohifev naprogramovany od -20 °C do
230 °C. Vysledky byly taktéz vyhodnoceny pomoci programu STAR® Default
DB V9.20.

Mechanickeé viastnosti

Podstatou této metody je stanovit mechanické vlastnosti vyrobenych vzorkt
v zavislosti na jejich koncentraci aditivnich latek. Méfeni a vyhodnoceni
mechanickych vlastnosti PVOH matric modifikovanych riznym mnozstvim GA
probihalo obdobné, jak je popsano v kap. 2.1.

Povrchove viastnosti

Kontaktni uhel smaceni vodou je jednou z nékolika pfimo méfitelnych
vlastnosti fazového rozhrani pevna latka/kapalina/plyn. Jedna se o uhel, ktery
svira tecna K povrchu kapky, vedena v bodé¢ styku kapky s rozhranim. Jde
0 metodu citlivou na chemickou stavbu svrchni vrstvy molekul vzorku [198].
Pomoci méfeni kontaktniho uhlu lze tedy urcit hydrofilnost povrchu
povrch hydrofilni. Divodem mutze byt, ze se povrch stava vice oxidovanym
nebo ma vice ionizovatelné skupiny, které na ného byly zavedeny, anebo také
tvoreni vodikovych mustkti s molekulami vody [110].

~100° Hydrofobni
~50° Hydrofilni

~25°PIné smaceny

Obr. 24: Kontaktni uhel 0 prisedlé kapky na a) hydrofobnim, b) hydrofilnim,
C) plné smaceném povrchu [110]
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Ptisedl4 kapka na povrchu vzorku byla pozorovana mikroskopem vybavenym
goniometrickym okularem a uhel smaceni byl automaticky vyhodnocovan
z fotografie kapky pomoci programu SEE System 7.0 a rovnice (13).

tan (&) = % (13)

2

kde: 6, staticky kontaktni uhel; h vyska kapky; x polovina sitky kapky [110].

Antimikrobialni vilastnosti
Diskova dilu¢ni metoda byla provedena stejné, jako je popsano v bodé¢ 2.1.

Druha modifikovana technika, tzv. metoda ziedovani a inkubace
na agarovych  plotnach, spocivala ve vytvofeni desetinného  tedéni
Z bakterialnich ~ suspenzi  Staphylococcus aureus CCM 4516  Listeria
monocytogenes CCM 1699 a Escherichia coli CCM 4517, do kterych byl pfidan

a nechan po ur¢enou dobu pisobit vzorek polymeru [174, 175].

Vzorky polymernich filmd (cca 0,1 g) byly tfikrat vedle sebe vlozeny
do zkumavek obsahujicich 9 ml roztoku bujonu (1/500 Nutrient broth with 1%
peptone) a 1 ml bakterialni suspenze. Po 24 hodinach inkubace, pii 35+2 pro
grampozitivni a 37+2 °C pro gramnegativni bakterie, byly tfi zkumavky ze
stejného vzorku slity dohromady pro ziskani primérného vzorku a bylo
provedeno pocatecni fedéni prevedenim 1 ml vzorku do 9 ml fyziologického
roztoku, zkumavka byla fadné protfepana a proces opakovan po nékolik dalSich
fedéni. Z téchto ziedénych roztokli byly stanoveny piezivsi bakterie, jak je
uvedeno v kapitole 2.1. Po uplynuti inkubacni doby byl stanoven pocet piezivsi
kolonie tvoricich jednotek (CFU) N pomoci rovnice (14):

—__XC¢ (14)
(n1+0,1'n2)'d
kde: £ C soucet vSech kolonii spocitanych na vybranych plotnach; n; pocet
ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni; n, pocet ploten pouzitych pro
vypocet z druhého fedéni; d faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni.

Titracni stanoveni volné kyseliny glutarové

Stanoveni volné GA, ktera se kovalentné nenavazala s PVOH, bylo
provedeno pomoci zjisténi titraéni kyselosti (TK). Zhruba 0,2 g z kazdého
vzorku bylo dano do 20 ml demineralizované vody a ponechéano tfepat 24 hodin
pii 25 °C pro uvolnéni veSkeré kovalentnimi vazbami nenavdzané GA
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do vodného prostiedi. Takto vzniklé¢ vyluhy byly titrovany 0,1M odmérnym
roztokem hydroxidu sodn¢ho na fenolftalein do prvniho stalého ridzového
zabarveni. Odmérny roztok byl standardizovan pomoci kyseliny Stavelové.
Ze zjisténych spotteb odmérného roztoku byla vypoctena realnd koncentrace
nenavazané GA podle vzorci (15)—(17). Stanoveni bylo provedeno pro kazdy
vzorek tfikrat.

TK = ANaoH CNaoH (15)
m

TKga = TK — TKpyon (16)

Mga = TKga " Mgy (17)

kde: TK titra¢ni kyselost [mmol/g] zjisténa pro kazdy vzorek filmu; Ayaon
spotieba odmérného roztoku NaOH [ml]; Cnaon redlnd koncentrace odmérného
roztoku [mol/l]; TKga titracni kyselost GA (bez vlivu kyselosti samotné PVOH
matrice); TKpyon titraéni kyselost slepého pokusu (Cisty PVOH); mga realna
hmotnost uvolnéné GA; Mga molarni hmotnost GA [g/mol].

Kinetika uvoliiovani nisinu

Pro kvantitativni stanoveni BAL byla vybrdna vysoce ucinna kapalinova
chromatografie s detekci pomoci UV-VIS detektoru, ktera je vhodnou metodou
pro stanoveni netékavych latek [108]. Modifikované polymery a kontrolni
vzorky (cca 0,5 g) byly ponechany v 10 ml demineralizované vody a v predem
definovanych ¢asovych intervalech bylo odebirano 0,5 ml vodného média pro
stanoveni pomoci vysokou¢inného kapalinového chromatografu (HPLC
Waters). Parametry méfeni byly nasledujici:

Kolona: XSelect, C18 CS, (5um, 4,6 X 250 mm, Waters) + ptedkolona
(Reprosil 100 C18, 50 X 4mm, 5um, Watrex), teplota kolony: 40°C

Mobilni faze: Acetonitril + 0,05% (v/v) trifluorooctové kyseliny (TFAA) (A);
Voda + 0,05% (v/v) TFAA (B). Gradient metody je uveden v tabulce 12.
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Tabulka 12: Gradient chromatografické metody

Mobilni faze A [%0] Mobilni faze B [%0] Cas [min]
20 80 0-5

80 20 5-20

20 80 20-25

20 80 25-40

Detekce probihala pomoci dualniho UV detektoru (200, 220nm). Vypocty
kumulativni koncentrace uvolnéné¢ho nisinu byly provadény z vinové délky
220 nm pomoci kalibraéni kiivky (y = 33 143 222,66x — 13 702,27; R*= 0,9910)
a zjisténych ploch pika jednotlivych vzorkli. Metoda pro stanoveni nisinu byla
vytvorena a optimalizovana v ramci této prace.

Vysledky a diskuze
Stanoveni stupné bobtnani a rozpustnosti vzorkii

Zavislost stupn¢ nabobtnani (DS) cist¢é PVOH folie a vzorkd s riznym
stupném zesiténi GA (10, 25, 40, 60, 100 %) v ¢ase (0—160 hodin) a pfi riznych
teplotach (25, 50 a 70 °C) je zndzornén na obrazku 25. V ptipadé ¢isté PVOH
folie je patrny vyrazny vliv teploty, kdy vzorky méfené pii 50 °C (obr. 25B)
bylo mozno analyzovat pouze do 40 hodiny experimentu, zatimco pii 70 °C
doslo k uplnému rozpusténi folie jiz béhem prvnich 24 hodin experimentu.
Tento vysledek je wvsouladu jak steoretickymi piedpoklady danymi
termodynamickymi zdkonitostmi, tak s experimentalnimi vysledky jinych autorti
[121, 199].

Srostoucim stupném sitovani dochdzi k vyznamnému poklesu stupné
nabobtnani zkoumanych vzorkd, pficemz maximalni DS po 160 hodinach
experimentu roste se zvysujici se teplotou. Tyto vysledky jednoznacné potvrzuji
vznik pti¢nych kovalentnich vazeb mezi fetézci PVOH, které limituji interakci
hydrofilnich makromolekul s molekulami rozpoustédla — vody.

Z hlediska praktického uplatnéni byly dale studovany systémy se stupném
zesiténi 0, 5, 20 a 60 % GA, které¢ byly modifikovany nisinem ve Ctyfech
formach (viz tab. 10). Vzhledem k tomu, ze jednotlivé formy pouzitého nisinu
zahrnuji 1 pfimesi anorganickych soli ((NH4),SO4), NaCl), emulgator
(polyoxyethylensorbitanmonooleat) a polyéter (polyetylenglykol) bylo nutné
stanovit 1 vliv vySe zminénych piimési na zakladni charakteristiky PVOH/GA
systémi. Vliv pfidavku nisinového modifikatoru na stupeti bobtnani PVOH
filmt s riznym stupném zesiténi GA pii 25 °C v Case je prezentovan v tabulce
13. Z vysledkl vyplyva, Ze ptidavek nisinového modifikatoru forem 1, 2, a 4
do ¢ist¢ PVOH matrice neovliviiuje stupen bobtnani vzorkd. Naproti tomu
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ptidavek emulgatoru, ktery je obsazen ve form¢ 3, zpiisobuje mirné zvyseni
stupné nabobtnéni, coZ je patrno i na obrazku 26. Pozorovany jev lze pfisoudit
specifickym interakcim PVOH a poly(oxyetylen)sorbitan-monooleatu [200].
Ubytek sledovaného parametru pro &istou PVOH folii (obr. 26) je zpisoben
pozvolnych rozpousténim vzorku. V piipadé filmh zesitovanych GA (60 %) je
pozorovatelny efekt ptidavku riznych forem nisinového modifikatoru
do PVOH, kdy nejvyssi stupenn bobtnani vykazovaly filmy obsahujici formu
stabilizovanou Tweenem 80. Obecné je také pozorovatelny vyznamny vliv
stupné zesitovani GA.

150

110 1

0 40 80 120 160
Cas [hod]

Obr. 25: Viiv zesiténi na stupen bobtnani @) PVOH, b) PVOH/10%GA,
c) PVOH/25%GA, d) PVOH/40%GA, e) PVOH/60%GA, f) PVOH/100%GA folii
V zavislosti na teploté prostiedi — pri 25 °C (A), 50 °C (B), 70 °C (C)
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Statistické zhodnoceni vysledkti vlivu plniva (typu nisinového modifikatoru)
na nabobtnani folii naznaCuje vyznamné rozdily mezi jednotlivymi typy plniv
vV PVOH matrici, jak je také vidét na obr. 26. Hodnoty bobtnadni folie, ktera
obsahuje nisin stabilizovany v soli siranu amonného (kiivka c¢) vykazuje oproti
ostatnim vétsi pfijem vody do svého objemu o zhruba 80 %. U kiivky Cistého
PVOH (a) je znatelny strm¢j$i pokles bobtnani souvisejici S rozpousténim tohoto
vzorku. Oproti tomu PVOH plnéno nisinem v Tweenu 80 vykazuje i po 168
hodinach bobtnani znatelny piijem vody do svého objemu.

240 { = n
; .................. [ LTI B W, L
........... l..- c)

200 A
X
v
O

160 A

120 ' I I

: 50 100 150 200
Cas [hod]

Obr. 26: Viiv nisinového modifikatoru na stupen bobtnani folii a) PVOH,
b) PVOH /NIS-PEG, c) PVOH /NIS-(NH,4),SO4, d) PVOH /NIS-tween,
e) PVOH /NIS-NaCl. V grafu jsou uvedeny pomocné krivky pro
prehlednéjsi zndazorneni trendu jednotlivych zavislosti.
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Tabulka 13: Stupen bobtnani f6lii ve vybranych ¢asech méteni (X + SD)

Forma Vzorek

Stupeii bobtnani [%6] pFi 25 °C v ¢ase [hod]

8 24 48 56 84 120 168
PVOH 187,8+5,2 187,8+7,2 176,6+4,1 177,6+5,1 172,3+4,6 158,9+0,4 153,0+4,7
1 0% GA/NIS-PEG 123,5+1,0 169,0+0,9 163,3+0,7 161,5+0,8 160,1+0,5 158,4+1,0 156,7+0,4
5% GA/NIS-PEG 156,7+6,1 163,1+5,1 153,8+5,3 153,7+5,3 151,1+5,0 151,1+4,9 151,6+4,7
20% GA/NIS-PEG 137,9+1,0 132,6+0,8 129,1+1,0 128,6+0,4 126,0+0,9 126,0+0,9 122,6+0,6
60% GA/NIS-PEG 78,2+3,5  T74,6£3,3 722+3,6 725+3,7 T71,2+3,6 70,8+3.8 68,3+£3,7
2 0% GAJ/NIS-(NH,),S0,  239,9+5,3 237,2+4,3 234,2+3,7 233,450 230,6+4,7 227,1+3,3 224,2+3,0
5% GA/NIS-(NH,),S0,  207,7£2,7 206,9+2,0 206,0+1,9 205,2+1,3 204,8+1,3 203,3+2,4 198,4+1,5
20% GA/NIS-(NH,),SO, 155/4+2,6 154,6+1,6 152,1+1,5 150,0+1,8 148,4+2,0 148,0+3,2 145,9+0,8
60% GA/NIS-(NH,),SO, 67,5+4,1 60,4+8,1 56,8+6,3 55,0+7,8 51,9+89 50,6+8,2 49,0£8,1
3 0% GA/NIS-tween 153,7+9,7 156,4+9.8 174,3+9,5 171,9+9,6 171,4+9.8 170,7+9,8 185,7+5,8
5% GA/NIS-tween 255,2+42 255,6+4,4 266,6+6,2 265,2+8,1 265,7+7,6 262,0+7,1 259,9+4.,6
20% GA/NIS-tween 291,4+7,7 291,4£9,9 294,0+7.4 294,5+72 2929+72 290,4+79 285,9+7.3
60% GA/NIS-tween 112,4+9,0 106,7+9,4 102,6+9.4 102,6+9,3 100,4+9,7 98,6+9,1 96,1+9,1
4 0% GA/NIS-NaCl 149,4+1,6 143,8+0.4 139,4+0,7 139,8+0,8 138,7+0,5 137,7+0,3 134,2+1,2
5% GA/NIS-NaCl 143,6+9,7 138,2+7,7 137,4+7,8 135,9+8,2 135,6+8.2 134,9+8,0 131,0+6,8
20% GA/NIS-NaCl 101,7+4,5 98,9+4,1 98,1+4,0 97,04,0 97,7+4,1 97,3+4,0 95,9+3.8
60% GA/NIS-NaCl 97,5+4,5 91,2433 88,6+1,7 87,2+2,5 90,4+3,6 90,1+3,6 88,9+3.6
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Na bobtnaci experimenty navazovala stanoveni rozpustnosti vzorku, kterd
byla vypocitana dle rovnice (9). Na obrazku 27 je uvedena zavislost rozpustnosti
na stupni zesiténi GA. Stanoveni rozpustnosti bylo provedeno pii 25 °C a po
168 hodinach experimentu. Pribéh sitovaci reakce byl opét potvrzen
prosttednictvim klesajici hodnoty rozpustnosti se zvySujicim se stupném zesiténi
GA u vSech testovanych vzorkll. Vyrazn€ redukovanou rozpustnost vSak
vykazovaly vzorky obsahujici nisinovy modifikator typu 4 (obr. 27 €)), které pii
60% zesiténi vykazovaly 0 90 % niz8i hodnotu rozpustnosti ve srovnani
s nemodifikovanym PVOH. Tento vzorek vykazoval také vyrazné nizsi
rozpustnost 1 ve srovnani s ostatnimi nisin obsahujicimi féliemi. Tento vysledek

Vv

tvorby nerozpustnych komplext [201].

90

100

Stupen zesiténi GA [%]

Obr. 27: Vliv synergie procentudlniho zesiténi glutarovou kyselinou a rizného
typu stabilizatoru nisinu Na rozpustnost polymerni matrice pri 25 °C;
a) PVOH_GA, b)PVOH_GA_NIS-PEG, c) PVOH_GA NIS-(NH,),S0,,
d) PVOH_GA_NIS-tween, ) PVOH_GA_NIS-NacCl

Morfologicka analyza — skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Vliv sitovani PVOH pomoci GA a kompatibilita mezi PVOH matrici
a nisinovymi modifikatory byla také studovana pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie. Snimky z elektronového mikroskopu prezentovany nize byly
pofizeny na lomovych plochach pfipravenych folii. Lomy byly provedeny
na vzorcich podchlazenych na -60 °C.
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Obrazek 28 zndzoriiuje SEM snimky nezesitované (vlevo) a zesitované
PVOH f6lie 60 % GA (vpravo) obsahujici nisinovy modifikator formy 1. Vliv
sitovani se projevil komplexnéjsi povrchovou strukturou lomové plochy, coz je
zpusobeno pravé vyssi soudrznosti materidlu z diivodu pfitomnosti piicnych
kovalentnich vazeb. Tento efekt byl sledovan i u ostatnich vzorkd. V piipadé
formy 1 se systém skladd ze dvou omezené misitelnych polymernich matric
(PVOH, PEG) [202, 203], coz v zavislosti na teplot¢ muize vést k fazové
separaci obou matric. Nicméné sledovany systém neobsahuje vyrazné mnozstvi
PEG a vySe popsany jev nebyl pozorovan. Naopak tento systém vykazoval
vysokou miru kompatibility.

Naproti tomu PVOH film obsahujici formu 2 vykazoval v nezesitovaném
stavu zna¢nou nehomogenitu lomové plochy (obr. 29, vlevo). Tento efekt jiz
nebyl sledovan v pfipadé zesiténého vzorku (obr. 29, vpravo). Podobny
vysledek byl pozorovan i pro filmy obsahujici formu 3, jak je patrno z obr. 30.
Na druhou stranu ptitomnost NaCl v PVOH (forma 4) nezesitovanych filmech
(obr. 31, vlevo) zapfi¢iftuje nehomogenni morfologii lomové plochy, ktera
zieteln¢ ukazuje vyskyt utvart, kterymi mohou byt bud krystaly NaCl,
poptipad¢ komplexy NaCl/PVOH, jak je naznaceno vyse.

<, Y [\

3 ? ¢ Al -“‘fx\). N 8 a
SEM HV: 5.00 kV WD: 12.1760 mm  VEGAW TESCAN SEM HV: 5.00 kV WD: 11.3720 mm Liooatoio] VEGAW TESCAN
SEM MAG: 2.02 kx Det: SE Detector 20 um [ SEM MAG: 2.00 kx Det: SE Detector 7
Date(m/dAy): 02/23/15 PC: 11 Digital Mi Imagingn D y): 02123115 PC: 11

Digital Microscopy Imaging n

Obr. 28: SEM analyza PVOH filmz s NIS-PEG (vlevo 0% GA, vpravo 60% GA)
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Digital Microscopy Imaging Date(m/ddy): 02/23/15 PC: 11

SEM HV: 5.00 KV
SEM MAG: 2.01 kx
Date(m/dhy): 02/18/15 PC: 11

Obr. 29: SEM analyza PVOH filmau s NIS-(NH,),SO, (vlevo 0% GA, vpravo

60% GA)
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WD: 11.2460 mm
Det: SE Detector 20 ym
Digital Microscopy Imaging u

VEGAWTESCAN SEM HV: 400 kv
PC: 11

WD: 11.0980 mm
Det: SE Detector 20 ym 7 SEM MAG: 2.00 kx
Digital Microscopy Imaging Date(m/dAy): 02/18/15

SEM HV: 5.00 kV
SEM MAG: 2.00 kx

Date(m/dfy): 02/18/15 PC: 11
Obr. 30: SEM analyza PVOH filmu s NIS-tween (vlevo 0% GA, vpravo 60%

GA)
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Date(m/dAy): 02/23/15 PC: 13 Date(m/dly): 02/18/15 PC: 13
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Obr. 31: SEM analyza PVOH filmu s NIS-NaCl (vlevo 0% GA, vpravo 60% GA)
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Strukturni analyza

FTIR-ATR spektra cistych komponent (obr. 32) ukazuji charakteristické
absorpéni pasy PVOH, PEG, (NH,4),S0,4, Tween 80 a GA, které¢ odpovidaji
spektrim prezentovanym v odborné literatute. Charakteristické piky pro PVOH
mohou byt nalezeny pii vlnoétech 3323, 2936, 1429 a 1328 cm™. Spektrum PEG
vykazuje typické pasy v hodnotach 2879, 1465, 1093, 958 a 836 cm™ [204].
Spektrum siranu amonného ukazuje pasy vlivem S=O pii 1057 cm™. Absorpéni
pasy N-H jsou piitomny pi¥i 3193, 3020 a 1401 cm™. To koresponduje
s vysledky [205]. NaCl nevykazuje pii pouzité metodé absorpéni spektrum.
Ve spektru poly(oxyetylen)sorbitan-monooleatu (Tween 80) se karbonylové
skupiny objevi pti 1726 cm™. Pasy v rozmezi 2850-2950 cm™ jsou piifazeny
k —CH, skupinam. Absorpéni pas pii 1104 cm™ je zietelny kvili -(CO)-O
vazebnyn spojenim [206]. U spektra GA je znatelny pas v okoli 2955 cm™, ktery
znadi —CH,— fetézec. Pik pii 1690 cm™ patfi k C=0 a 1203 cm™ k C-OH
vazbam pochazejicim z karboxylovych skupin.

Strukturni charakterizace vzorki PVOH/GA f{6lii pomoci FTIR-ATR
potvrzuje jiz zjisténé vysledky o vzniku esterovych vazeb. Jedné se predevsSim
o klesajici trend pasti v 3323 a 2936 cm™ (OH), 1146 a 1088 cm™ (C—OH), které
jednozna¢né naznacuji eliminaci volnych OH skupin v polymerni struktute.
Pribéh sitovaci reakce je také potvrzen pritomnosti charakteristikého
absorpéniho pasu pfi 1718-1729 cm™ (C=0). S nariistajicim stupndm zesiténi
také roste pik v920 cm' se symetrickjm pohybem fetdzce
(C—O-C) a pik pti 1718 cm* (C=0).

Spektra studovanych vzorkii obsahujicich ¢tyfi  formy nisinového
modifikatoru a s riznym stupném zesiténi GA jsou uvedena na obrazcich
33-36. V tomto ptipadé¢ FTIR-ATR spektra neukazuji na specifické interakce
mezi polymerni matrici a modifikatory.

Vliv pfitomnosti jednotlivych modifikatori na FTIR-ATR spektra vzorku
neni patrny z divodu nizké koncentrace modifikatord v PVOH matrici.
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Obr. 32: FTIR-ATR spektra cistych komponent pouZitych pri vyrobé antimikrobialnich PVOH filmi,; a) PVOH, b) PEG
(M,, 2050), ¢) (NH,),SQy4, d) Tween 80, e) GA
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Obr. 33: FTIR-ATR spektra a)PVA/0%GA/NIS-PEG, b) PVA/5S%GA/NIS-PEG, c) PVA/20%GA/NIS-PEG,

d) PVA/60%GA/NIS-PEG
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Absorbance

Vinocet [cm™1]

Obr. 34: FTIR-ATR spektra a) PVOH/0%GA/NIS-(NH,;),SO4, b) PVOH/5%GA/NIS-(NH4),SOy4,
c) PVOH/20%GA/NIS-(NH,),S04, d) PVOH/60%GA/NIS-(NH,4),SO,
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Obr. 35: FTIR-ATR spektra a) PVOH/0%GA/NIS-tween, b) PVOH/5%GA/NIS-tween, c) PVOH/20%GA/NIS-tween,
d) PVOH/60%GA/NIS-tween
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d) PVOH/60%GA/NIS-NaCl
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Obr. 36: FTIR-ATR spektra a) PVOH/0%GA/NIS-NaCl, b) PVOH/5%GA/NIS-NaCl, ¢) PVOH/20%GA/NIS-NaCl,



Tepelné vlastnosti

Vliv sitovaci reakce na tepelnou stabilitu PVOH {6lii je patrny z TGA kiivek
uvedenych na obr. 37 a z tabulky 14. Z obr. 37 je jednoznaéné zietelny posun
zahajeni termodegrada¢nich procesi k vy$Sim teplotdm oproti Cist¢ PVOH.
Vsechny analyzované vzorky vykazovaly vicestupnovou degradaci, kdy
v ptipad¢ PVOH mél dva stupné, v ptfipadé zesitovanych systéma byly
pozorovany 3 degradacni stupné. Obecné lze rozklad zkoumanych vzorki
rozdélit do Ctyt teplotnich intervall. V prvnim intervalu (do 260 °C) dochazelo
k rozkladu tepeln¢ nestabilni GA, proteini (pokud byly pfitomny), odpafovani
vody, eventudln¢ dehydrataci a piipadné depolymeraci vedouci k tvorbé
polyend, které byly rozkladany ve druhém intervalu pii teplotach do 380 °C.
Degradace vyssich uhlikatych slouc¢enin nastala pii teplotach nad 380 °C.

Tabulka 14: Hodnoty oblasti teplot odpovidajici ztrat¢ hmotnosti vzorku

Vzorek Tp: TP, Tps
PVOH_0% GA - 357,0 425,0
PVOH_20% GA 265,4 345,4 436,2
PVOH_40% GA 235,4 334,5 437,4
PVOH_60% GA 230,8 321,2 435,6
PVOH_100% GA 225,3 314,7 432,3
GA 225,6 — —

Vysledky TGA analyzy vzorkiit PVOH s 60% stupném zesiténi GA obsahujici
rizné formy nisinového modifikatoru jsou uvedeny v tab. 15. Vyrazny posun
zacatku degradacnich reakci smérem K niz§im teplotdm byl pozorovan pro
formy 1 a 4, coz je zptuisobeno vlastnostmi ptisad. NaCl se rozklada pii teplotach
vysoko nad 500 °C, ale piitomnost neéistot v modifikatoru mize vést k iniciaci
degradacnich procest pii nizSich teplotach (188 °C) a PEG vykazuje typicky
trend TGA zaznamu se ztratou hmoty jiz pod 100 °C [207].

Tabulka 15: Vliv typu nisinového modifikatoru na termogravimetrii PVOH
matrice zesitované na 60 %

Forma  Typ nisinu Tpo Tp, Tp, Tps

1 NIS-PEG 86,6 229,4 319,2 425,1
2 NIS-(NH,),SO, - 2476 330,5 436,8
3 NIS-tween — 251,2 334,8 440,6
4 NIS-NaCl 188,6 230,8 321,2 435,6

85



100

80

60

Ubytek hmotnosti [%]
M~
o

20

0 i
B

O
;ia
G 21
o}
c
©
e
i
=
=
a
S
o 14
Q
@
=
]
o

0 1 T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700

Teplota[°C]

Obr. 37: Termogravimetrické krivky (4) a jejich derivace (B) a) PVOH,
b) PVOH/20% GA, c) PVOH/40% GA, d) PVOH/60% GA, €) PVOH/100% GA,
f) cista GA

Vliv sitovaci reakce mezi PVOH a GA lze také pozorovat na vysledcich
z méfeni na diferenc¢nim snimacim kalorimetru v tabulce 16. Zatimco Cisty
PVOH vykazoval v prvnim ohfevu teplotu tani (T,) S maximem pii 185 °C
a teplotu skeln¢ho prechodu (Ty) pi1 druhém ohievu 112 °C, zesitované systémy
vykazovaly vyrazné niz§i hodnoty obou sledovanych charakteristik. Snizena
mobilita polymernich fetézcl vlivem zavedeni piicnych vazeb se projevuje
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dramatickym snizenim T, a zarovenl dochazi k tvorbé méné¢ dokonalych
krystalickych struktur PVOH, jehoz disledkem je snizeni Ty, Pokles mobility
polymernich fetézcli a tedy i Ty 1ze pozorovat i u vzorkd obsahujici nisinové
modifikatory vSech Ctyf forem. Naproti tomu teploty tani zastdvaji bud’
nezménény, nebo jsou dokonce zvySeny vlivem pfitomnosti nisinovych
modifikatori. Mira zvySeni T, zdvisi na form& modifikdtoru, pficemz
nejvyraznéjs$i zména Ty, byla pozorovana u forem 3 (Tween 80) a 4 (NaCl).
Naopak PEG (forma 1) a (NH,),SO, (forma 2) hodnoty T, nikterak vyrazng&ji
neovliviiuji.

Tabulka 16: Hodnoty skelného pfechodu (T) a teploty tani (Tr,)

Forma  Vzorek T4 [°C] Tm [°C]
nisinu
PVOH/0% GA 112,98 185,00
PVOH/20% GA 92,87 167,95
PVOH/40% GA 82,89 161,99
PVOH/80% GA 49,74 157,14
1 PVOH/0% GA_NIS-PEG 133,24 200,17
PVOH/5% GA_NIS-PEG 120,82 202,33
PVOH/20% GA_NIS-PEG 68,76 199,50
PVOH/60% GA NIS-PEG 40,67 201,00
2 PVOH/0% GA_NIS-(NH,;),SO, 96,01 199,73
PVOH/5% GA_NIS-(NH,4),SO,4 75,23 186,07
PVOH/20% GA_NIS-(NH,),S0, 68,42 195,60
PVOH/60% GA_ NIS-(NH,),SO, 44,77 197,14
3 PVOH/0% GA_NIS-tween 155,80 195,46
PVOH/5% GA_NIS-tween 135,51 183,83
PVOH/20% GA_NIS-tween 103,00 195,11
PVOH/60% GA_ NIS-tween 101,83 224,69
4 PVOH/0% GA_NIS-NaCl 121,58 184,07
PVOH/5% GA_NIS-NaCl 115,38 182,28
PVOH/10% GA_NIS-NaCl 107,84 189,12
PVOH/20% GA_NIS-NaCl 97,21 207,95
PVOH/40% GA_NIS-NaCl 95,67 212,50
PVOH/60% GA_NIS-NaCl 65,49 205,23
PVOH/100% GA NIS-NaCl 49,51 212,27
GA 53,30 98,42
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Mechanicke vlastnosti

Hodnoty vlivu sitovacich reakci na mechanické vlastnosti PVOH filmu jsou
uvedeny v tabulce 17 ve formé zavislosti Youngova modulu pruznosti (E),
pevnosti v tahu a prodlouzeni pfi pfetrzeni na stupen zesiténi GA. Vysledky
jasné ukazuji vyrazny pokles E i pevnosti v tahu prokazujici prab¢h sitovaci
reakce a vznik pficnych vazeb. Z pohledu mechanickych vlastnosti a praktické
aplikovatelnosti se jako pouzitelné jevi zesiténi do 25 %. Nad touto hranici jiz
nedochézi k vyraznému zvysSeni efektivity sitovacich reakci a zarovenn dochazi
k vyraznému znehodnoceni mechanickych vlastnosti folii vlivem piebytku GA.

Tabulka 17: Vysledky méfeni mechanickych vlastnosti PVOH filmt v zavislosti
na stupni zesiténi

Vzorek E [MPa] Pevnostvtahu  ProdlouZeni p¥i
[MPa] pretrZeni [%]
PVOH 670,15+49,98 39,15+3,66 189,39+17,24
PVOH/5% GA 215,67+20,29 35,21+3,83 173,66+15,68
PVOH/15% GA 82,05+7,61 28,19+3,59 188,97+21,72
PVOH/20% GA 46,28+4,27 22,71+2,74 292,56+30,09
PVOH/25% GA 48,19+3,72 21,454+2,20 210,97+21,94
PVOH/40% GA 16,50+2,12 7,72+0,62 92,25+12,16
PVOH/80% GA 7,60+0,53 1,93+0,24 35,95+3,84

Povrchové viastnosti folii

Vliv sitovaci reakce mezi PVOH a GA na povrchové vlastnosti pfipravenych
folii byl testovan také pomoci meétfeni kontaktniho uhlu smaceni vodou.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 18. Je patrno, Ze s rostoucim stupném zesiténi
dochédzi k razantnimu snizeni kontaktniho uhlu smaceni a tedy 1 k zvySeni
hydrofilnosti studovanych povrchii. Na hladiné vyznamnosti 5 % neni mezi 60%
a 100% zesiténim statisticky vyznamny rozdil.

Tyto vysledky koreluji s titracnim zjiSténim volné GA, kdy se v systému
vyskytuje vice volnych karboxylovych skupin (tab. 19).
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Tabulka 18: Vliv stupné zesiténi filmi na velikost kontaktniho tthlu smacéeni

Vzorek Kontaktni ahel [°]
PVOH 68,2+0,7°
PVOH/40% GA 34,2+3,5°
PVOH/60% GA 25,9+1,8°
PVOH/100% GA 22,242 A°

Z tabulky 19 je patrno, ze i kdyz je teoreticky podle vzorce (12) mozno
PVOH matrici reakci s GA zesit'ovat ze 100 %, realn¢ k tomu nedochazi.

Tabulka 19: Vysledky titra¢niho stanoveni volné GA ve vzorcich

Vzorek Volna GA [%0]
PVOH/5% GA 5,74+2.00
PVOH/10% GA 7,62+1,48
PVOH/20% GA 9,04+0,36
PVOH/25% GA 10,53+0,30
PVOH/40% GA 13,79+0,49
PVOH/80% GA 21,64+0,73

Antimikrobialni viastnosti

Pro zhodnoceni antimikrobialni UcCinnosti jednotlivych folii byly vzorky
podrobeny testovani pomoci diskové difuzni metody (velikosti Sitky zén jsou
uvedeny v grafech 38-40 (jako pramér z 20 méteni). Z obrazku 38 je patrné, ze
vzorek PVOH/0% GA/0% NIS-NaCl, ktery neobsahoval ani GA ani nisin nijak
nepusobi proti Escherichia coli ani Staphylococcus aureus stejné jako
PVOH/0% GA. Oproti tomu vzorek PVOH/100% GA/NIS-NaCl (obsahujici
150 pg nisinu/g folie a GA odpovidajici 100% zesiténi) plisobi proti obéma
bakteridlnim kmentm, kdy wvznikla kolem vzorkli zoéna inhibice ristu
mikroorganismi. Dilezit¢ je zjiSténi, Ze GA v PVOH systému neplsobila
antimikrobialné proti gramnegativni Escherichia coli az do Grovné 40% stupné
zesiténi GA. Je tedy ziejmé, ze odezva na gramnegativni kmen je zplsobena
samotnym nisinovym modifikdtorem nebo zde nastavd synergické plsobeni
modigikatoru a GA.

89



T 6,0 -
£
@ 5.0 1
L
£ 40 A 3
> N
g >0 \
N \ \
5 20 \ \
0,0 — N \ NI s N N D
T T EFSGTEFEFE
¢ © 9 & ¢ »© ¢ S ¢ S ¢
R R I AT RO e S,
S I R D I AR S O SN OIS il
qu Qoo QQ Qoo Qc,o Q QO\
& & & & 5 L
K\ K K K o
< 3 Q ] Q J

Obr. 38: Porovnani piisobeni riizné zesitenych PVOH folii bez obsahu
a s obsahem nisinového modifikatoru formy 4 proti E. coli (¢arkované sloupce)
a S. aureus (Sedé sloupce)

Zavislost antimikrobidlnich vlastnosti pfipravenych f6lii na typu pouzitého
nisinového modifikatoru (formy 1-3) pii riznych stupnich zesiténi PVOH
pomoci GA je prezentovana na obrazku 39. Studie byla rozsifena
0 grampozitivni bakterialni kmen Listeria monocytogenes, ktery patii mezi tzv.
potravinové patogeny [122, 124]. Vysledky ukazuji velmi dobré antimikrobialni
vlastnosti pripravenych folii obsahujicich nisin ve vSech zhoubnych formach,
pricemz nejucinngjsi se z pohledu velikosti zon inhibice jevi forma 1 (s PEG)
a forma 2 (s (NH4),SQ,). Dale je patrno, Ze vyraznéji vétsi odezvu na piitomnost
nisinu maji oba grampozitivni bakterialni kmeny, coz je v souladu s literaturou,
ktera udava ucinnost nisinu spise proti t€émto typtim bakterii [60, 61, 63, 66, 75].

Je znamo, Ze nisin je nachylny na degradaci v €ase, pokud neni dostatecné
stabilizovan.  Uginnost  pfipravenych  folii  proti  Escherichia  coli
a Staphylococcus aureus po 7 a 21 dnech od vyroby je ukazana na piikladu
pouZiti nisinového modifikatoru formy 1 na obrazku 40. Z vysledki je ziejmé,
ze v Case dochazi k drobné redukci inhibi¢ni aktivity proti obéma testovanym
bakterialnim kmenim obzvlasté¢ u folii s niz§im stupném zesiténi GA. Naproti
tomu vysS$i stupné zesiténi (40 % a vice) poskytuji stabilni systém
s dlouhotrvajicimi antimikrobialnimi u¢inky.
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Obr. 39: Velikost zon inhibice PVOH filmui v zavislosti na typu nisinového
modifikatoru a stupné zesiteni proti E. coli (Carkované sloupce), S. aureus (Sedé

Obr. 40:

sloupce) a L. monocytogenes (bilé sloupce)
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Druhou metodou testovani byla modifikovand dilu¢ni a zfed’ovaci metoda,
kdy byly bakterialni suspenze vystaveny ptisobeni zndmého mnozstvi vzorkl ve
zkumavkach po dobu 24 hodin. Po dalsich 24 hodinach kultivace na agaru byly
odecteny pocty kolonii v jednotlivych fedénich. Test se vzorky obsahujicich
komeréni nisin (forma 4) byl znovu zopakovan po tydnu pro zjisténi zmén
ucinnosti folii.

Vysledky diluéni a zied'ovaci metody jsou uvedeny v tabulce 20 a je zde
jasné pozorovatelny kombinovany Uc€inek nisinu a GA na ptikladu pouziti
nisinového modifikatoru formy 4.

Tabulka 21 prezentuje vysledky pii pouziti ostatnich forem nisinovych
modifikatori proti bakteridlnim kmentim obdobné¢, jako tomu bylo na obrazku
39. V tomto piipadé je nejucinnéjsi forma 1 (s PEG), ktera vykazuje vyznamny
inhibi¢ni UC€inek jiz pii nizkych stupnich zesiténi GA. Piedpoklada se, ze to je
dusledek materialové kompatibility PVOH a PEG matric [203, 208].

Tabulka 20: Vliv starnuti rizné zesiténych filmt obsahujicich nisinovy
modifikator formy 4 na jejich antimikrobidlni pisobeni

Vzorek [CFU/mI]
E. coli S. aureus

Po1tydnu Po3tydnech Poltydnu Po 3 tydnech
PVOH/0%GA/ 2,9-10° 5,0-10° 1,4-10* 2,1-10°*
NIS-NaCl
PVOH/5%GA/ 0 1,3-10* 1,1-10° 3,0-10°
NIS-NaCl
PVOH/10%GA/ 0 4,2:10° 4,5-10" 1,8-10°
NIS-NaCl
PVOH/20%GA/ 0 1,3-10° 7,0-10* 1,1-10°
NIS-NaCl
PVOH/40%GA/ 0 5,0-10° 0 8,2-10"
NIS-NaCl
PVOH/60%GA/ 0 0 0 0
NIS-NaCl
PVOH/100%GA 0 0 0 0
INIS-NaCl
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Tabulka 21: Antimikrobialni ptisobeni rizné zesiténych PVOH filmu s riznymi
typy nisinovych modifikatora

Vzorek [CEU/mI]

E. coli S. aureus L. monocytogenes
PVOH/0%GA/NIS- 6,410 1,4-10° 5,0-10*
PEG
PVOH/5%GA/NIS- 3,4-10" 5,7-10? <1
PEG
PVOH/20%GA/NIS-  3,6-10" <1 0
PEG
PVOH/60%GA/NIS- 0 <1 0
PEG
PVOH/0%GA/NIS- 1,6-10° 1,1-10° 9,7-10?
(NH,)2S0O4
PVOH/5%GA/NIS- 2,5-10° 3,0-10" 2,3-10?
(NH,),SO,
PVOH/20%GA/NIS-  1,5-10° 6,5-10° 0
(NH,),SO,
PVOH/60%GA/NIS-  6,3-10° 5,5-10* 0
(NH,),SO,
PVOH/0%GA/NIS- 7,2:10° 2,3-10° 3,7-10°
tween
PVOH/5%GA/NIS- 1,1-10° 2,9-10* 1,0-10*
tween
PVOH/20%GA/NIS-  4,4-10° 2,5-10° 0
tween
PVOH/60%GA/NIS- 0 4,9-10° 0
tween

Kinetika uvolfiovani nisinu 7 PVOH folii

Profil uvoliiovani nisinu z PVOH polymerni matrice byl sledovan po dobu
10 dnti pii teploté 25 °C. MnozZstvi uvolnéného nisinu v riznych casech bylo
stanoveno pomoci HPLC. Jak je vidét z obrazku 41 a 42 s narstajicim stupném
zesiténi dochdzi k pomalejSimu uvoliovani nisinu. V obrazku 42 je detailné
vidét, Ze polymerni matrice, kterd byla zesiténa ze 100 %, umoZnila uvolnéni
nisinu az po uplynuti lagové faze o délce 1,5 hodiny. Vysledky tedy naznacuji,
Ze je mozno pomoci zesiténi vytvorit polymerni systém, ktery bude pozvolna
fidit uvolnéni nisinu. Zjisténé vysledky koreluji se zjisténim Alishahi [209],
ktery imobilizoval nisin do chitosanovych nanocastic pomoci elektrostatickych
interakci mezi jejich fetézci. Bylo zjiSténo, ze k nejvétSimu uvolnéni dochazi
béhem prvnich 24 hodin [209].
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Obr. 42: Priblizeni uvolnéni nisinu v prvnich péti hodinach; a) PVOH,

b) PVOH/5% GA, ¢) PVOH/10% GA, d) PVOH/20% GA, €) PVOH/40% GA,
f) PVOH/60% GA, g) PVOH/100% GA
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Shrnuti okruhu II

Byla testovana efektivita zesittni PVOH pomoci dikarboxylové kyseliny
glutarové na rtiznych trovnich stupné zesiténi. Do PVOH a zesiténych PVOH
folii byly inkorporovany nisinové modifikatory ve 4 formach, které se liSily
podle typu latky pouzité pro izolaci a stabilizaci nisinu.

Vlastnosti  vyslednych  folii  byly zkoumany =z pohledu strukturnich,
morfologickych, mechanickych, povrchovych a antimikrobidlnich vlastnosti.
Dale byla sledovana kinetika uvolilovani inkorporovaného nisinu do PVOH
filmi.

Vysledky ukazuji, Ze GA je vhodné sitovaci €inidlo pro PVOH, které pusobi
synergicky snisinem antimikrobidln¢ proti testovanym grampozitivnim
I gramnegativnim bakterialnim kmentim. Nisin byl pro inkorporaci do PVOH
folii pouzit ve 4 formach, pfiCemz nejicinnéjsi se jevila forma obsahujici
stabilizator PEG. Z pohledu mechanickych vlastnosti zkoumanych systemil je
vyhodné zachovani nizSich stupiii zesiténi PVOH pomoci GA, kdy nedochazi
K vyraznym negativnim zménam u vzorkd zpohledu Youngova modulu
pruznosti, pevnosti v tahu 1 taznosti. Na druhou stranu je vys$si stupenl zesiténi
zajimavy z pohledu antimikrobialni aktivity a fizeni kinetiky uvoliiovani nisinu
z PVOH matrice. Jako optimalni se jevi pouziti nisinového modifikatoru
ve formé 1 (stabilizovany polyetylenglykolem) a stupen zesiténi na trovni 20 %.
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2.3 Imobilizace nisinu do mikrosfér na bazi
biorozlozitelného polyesteru

Uvod

Mikroenkapsulace patii mezi efektivni metody imobilizace, resp. baleni
u¢innych latek v nejraznéjSich matricich, polymery nevyjimaje. Aplikace
mikrokapsli 1ze naleznout ve zdravotnictvi, farmacii, ale i v potravinarském
primyslu a zemédé€lstvi [210]. Technologie vyroby castic je Siroce pouzivana
jako zavadéci systém pro zachyceni a homogenitu rozptyleni nisinu
V potravinaiské matrici, kterd nejen chrani nisin za neptiznivych podminek, ale
také poskytuje fizené uvolnovani [117].

Polyvinylalkohol (PVOH) patii mezi vodorozpustné polymery, které jsou
charakteristické biokompatibilitou, vybornymi bariérovymi vlastnostmi
a sirokou skalou aplikovatelnosti. PVOH je za wuréitych podminek
I biorozlozitelny, coz dokazuje jeho mnohostranné pouziti [159].

Mikrokapsle na bazi PVOH jsou tedy studovany jiz mnoho let. Jednim
Z nejvice rozsitenych zpiisobl vyroby PVOH mikrokapsli je technika komplexni
koacervace, kterd v sob&¢ zahrnuje kroky dispergace enkapsulované latky
hydrofobniho charakteru v roztoku PVOH nasledovana procesem inverze fazi,
ktera ma za nasledek koncentraci PVOH na sténach hydrofobni dispergovane
latky. Findlnim krokem cel¢ho procesu je sitovani polymerni matrice, které se
nejcastéji provadi pomoci dialdehydu [186]. V piipadé takto pfipravenych
PVOH mikrokapsli se vSak potykdme s jejich nizkymi mechanickymi
vlastnostmi. Proto se tato Cast disertacni prace zabyvala jinymi technikami
ptipravy odolnéjSich ¢astic.

Technika odpatovani rozpoustédla je jednou z nejslibnéjSich univerzalnich
metod k ziskani zabudovani hydrofilnich i hydrofobnich materiald diky své
relativni jednoduchosti bez nutnosti specialniho vybaveni [15]. Nejrozsifenéjsim
typem pro zapouzdieni latek je metoda vytvofeni vice emulzi, zejména tzv.
wi/o/w, emulze. Hydrofilni aktivni latky mohou byt timto zptsobem
zabudovany piimo z vodné suspenze. Postup pfipravy emulzi pii metodé
odpateni rozpoustédla je pouzitelny pro slou€eniny citlivé na teplotu a ma lepsi
kontrolu velikosti ¢astic a tvaru, nez napt. suSeni rozprasovanim. Navic vysoka
uc¢innost zapouzdieni a nizky obsah zbytkového rozpoustédla mohou byt
prizpuisobeny nastavenim parametrd zpracovani [117].

Diky své biologické odbouratelnosti a netoxicité se polylaktid (PLA) hojné
pouziva pro fizené uvolovani pro potraviny, farmaceutické i biomedicinské
aplikace [211]. Nisin byl inkorporovan do PLA matrice pomoci riznych
pristupti. Nicméné vyroba byla omezena kvili vnitini hydrofobnosti PLA, jez
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vedla ke Spatné mezitizové adhezi mezi nisinem a polymerni matrici, a tim
k ovlivnéni inkorporacni kapacity nisinu [117]. Tento problém Ize vyftesit
pomoci modifikace metody odpaieni rozpoustédla. Tato modifikace spociva
ve vytvofeni dvouemulzniho systému, kdy je nisin uchycen do hydrofilni PVOH
matrice a nasledn¢ zapouzdien pomoci PLA.

Pouzité materialy

Pro ptipravu mikrosfér byl pouzit PVOH 6-98 (M,, ~47 000 g/mol, HD
98 mol %) a nisin (2,5% from Lactococcus lactis), které byly dodané firmou
Sigma Aldrich. PLA 3251D (M,, ~55 400 g/mol) byl obdrzen od firmy
NatureWorks, LLC a dichlormetan od Penta chemicals.

Priprava vzorku

Polymerni sféry byly pfipraveny metodou odpateni rozpoustédla dle schematu
znazornéném V obrazku 43. V prvnim kroku byl pfipraven polymerni 10%
PVOH 6-98 roztok, ktery obsahoval rizna mnozstvi GA a NIS-NaCl
(viz tabulka 22).

BAL + PVOH

C— > Promyti, su$eni

Odpafeni
Emulze wi/o Emulze wi/o/w2 organického
rozpoustédla

Obr. 43: Schematické zndazornéni vyroby sfér

Dale byl ptipraven 10% roztok PLA 3251D v dichlormetanu. Do 10 ml tohoto
polymeru byl pfidan 1 ml roztoku PVOH modifikované matrice z prvniho
kroku. Smés byla dispergovana za stalého michani pii 24 000 otackach za
minutu po dobu 1 minuty (homogenizator DI 18, IKA, Belgie), pficemz smés
byla chlazena vledové lazni pro eliminaci odpafovani rozpoustédla.
Po homogenizaci byl proveden tfeti krok odpovidajici vytvoreni wi/0/w, emulzi.
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PLA/PVOH suspenze byla ptidana do 100 ml 0,5% PVOH roztoku pro dosazeni
obraceni fazi. Smés byla dispergovana za stalého michani pfi 24 000 otackéach
za minutu po dobu 5 minut. V poslednim kroku byla pfipravena emulze
premisténa do Erlenmayerovy banky, organické rozpoustédlo bylo odpateno
za stalého michani a snizeného tlaku. Tim byla vytvofena suspenze mikrosfér
ve vodné fazi.

Tabulka 22: Piehled navazek jednotlivych komponent mikrosfér (NIS-NaCl je
prepocten na ¢isty nisin)
Vzorek PVOH [g] GA [¢d] NI1S-NaCl

[mg/g PVOH]
0 1,5

PLA/PVOH/0% GA/1,5 NIS-NaCl 1

PLA/PVOH/60% GA/1,5 NIS-NaCl 1 0,8433 1,5
PLA/PVOH/0% GA/3,0 NIS-NaCl 1 0 3,0
PLA/PVOH/60% GA/3,0 NIS-NaCl 1 0,8433 3,0
PLA/PVOH/0% GA/5,0 NIS-NaCl 1 0 5,0
PLA/PVOH/60% GA/5,0 NIS-NaCl 1 0,8433 5,0
PLA/PVOH 1 0 0

Ziskané sféry byly promyty demineralizovanou vodou, lyofilizovany (Lyo
Scanvac CoolSafe 110-4 Pro, Trigon-plus, Ceska republika) a skladovany
Vv temnu pii 842 °C za nepfistupu vlhkosti. Velikost sfér byla v priméru 15 pm.
Vzorky mikrosfér jsou dale oznaceny jako PLA/PVOH/XGA/yNIS-NaCl, kde x
znai procentualni zesiténi glutarovou kyselinou a y ukazuje koncentraci
komer¢niho nisinu (vyjadieno v mg ¢istého nisinu na g PVOH matrice).

Pouzité metody
Studium morfologie sfér

Snimky pfipravenych mikrosfér byly potizeny pomoci optického mikroskopu
Olympus CX31 vybaveného digitalnim fotoaparatem. Mikrosféry byly
pozorovany pomoci optické mikroskopie pti zvétSeni 400x. Jejich velikost byla
vyhodnocena v PC programu (Software QuickPhoto Camera, verze 2.2).
Z vyslednych hodnot méteni 120 sfér z kazdého vzorku byla urcena distribuce
velikosti sfér a primérna velikost afér.

Skenovaci elektronova mikroskopie byla provedena stejné, jako je uvedeno
v kapitole 2.2 stim rozdilem, Ze vzorky sfér nebylo potieba upravovat
zmrazenim.
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Efektivita enkapsulace

Enkapsula¢ni efektivita (EE [%]) byla definovana jako pomér mezi hmotnosti
imobilizovaného nisinu (Mg,) a mnozstvim nisinu pfidaného piidaného
do reaktoru (mg,) na zac¢atku procesu [15]:

Men

EE =Z¢. 100 (19)

Mon
Pro stanoveni efektivity procesu enkapsulace nisinu v mikrosférach byla
pouzita metoda HPLC (viz metodologie v kapitole 2.2). Vypocty enkapsulaéni
efektivity nisinu byly provadény z vilnové délky 220 nm pomoci kalibra¢ni
kiivky (y = 51683833,839x — 14274,405, R? = 0,9990) a zjisténych ploch piki
jednotlivych vzorkii. Kazdy vzorek byl méten tiikrat a vysledky jsou dale
uvedeny jako primeérna hodnota.

Vysledky
Morfologie sfér

Primérné velikosti ptipravenych sfér se pohybovaly ptiblizné 11-18 um, jak
je uvedeno v tabulce 23. Na hladin¢ vyznamnosti 5 % bylo zjisténo, Zze obsah
nisinu ve sférach nema vliv na jejich vyslednou velikost. Na velikost sfér ma
ovSem statisticky vyznamny vliv pisobeni GA v polymerni matrici. Vyjimkou
jsou sféry obsahujici nejvice nisinu (PLA/PVOH/60% GA/5,0NIS), které se
od nezesit'ovanych sfér se stejnym mnozstvi nisinu statisticky nelisi. Zde mohlo
pravdépodobné dojit k piisobeni stabilizujicich soli nisinového modifikatoru
a tedy taktéz k castecnému utvoreni komplexti s PVOH matrici [201].

Tabulka 23: Piehled primérnych velikosti mikrosfér (x = SD)

Vzorek Velikost sfér [um]
PLA/PVOH 11,914+7,992°
PLA/PVOH/0% GA/1,5NIS 11,944+5,322°
PLA/PVOH/60% GA/1,5NIS 18,067+9,782°
PLA/PVOH/0% GA/3,0NIS 10,986+4,368°
PLA/PVOH/60% GA/3,0NIS 14,040+7,325°
PLA/PVOH/0% GA/5,0NIS 13,23245,255%¢
PLA/PVOH/60% GA/5,0NIS 13,704+7,155¢
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Mimo primérné hodnoty byly mikrosféry analyzovany 1 pomoci ziskanych
histogramti (obrazky 44-46), které ukazuji fakt, Ze mikrosféry na bazi
zesiténého PVOH vykazuji $ir$i distribuci  velikosti (1,23) ve srovnani
s nezesittnym PVOH (1,12). To lze pozorovat i na snimcich z optického
mikroskopu (obrazky 47-49).

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60
Primér [um] Primér [um]

Obr. 44: Histogram sfér PLA/IPVOH/0% GA/1,5 mg NIS-NaCl (A),
PLA/PVOH/60% GA/1,5 mg NIS-NaCl (B)

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60
Prumér [um] Primér [um]

Obr. 45: Histogram sfér PLA/IPVOH/0% GA/3,0 mg NIS-NaCl (A),
PLA/PVOH/60% GA/3,0 mg NIS-NaCl (B)
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Obr. 46: Histogram sfér PLA/IPVOH/0% GA/5,0 mg NIS-NaCl (A),
PLA/PVOH/60% GA/5,0 mg NIS-NaCl (B)

50 um

50 um
— —

Obr. 47: Obrazek z optického mikroskopu — sféry PLAIPVOH/0% GA/1,5 mg
NIS-NaCl (vlevo), PLA/PVOH/60% GA/1,5 mg NIS-NaCl (vpravo)
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Obr. 48: Obrazek z optického mikroskopu — sfery PLAIPVOH/0% GA/3,0 mg
NIS-NaCl (vlevo), PLA/PVOH/60% GA/3,0 mg NIS-NaCl (vpravo)

Obr. 49: Obrazek z optického mikroskopu — sféry PLAIPVOH/0% GA/5,0 mg
NIS-NaCl (vlevo), PLA/PVOH/60% GA/5,0 mg NIS-NaCl (vpravo)

Efekt pridavku nisinového modifikatoru na distribuci velikosti pfipravenych
mikrosfér je patrny z obrazka 50 a 51, kde jsou prezentovany vysledky pro
nemodifikovany systém na bazi pouze PVOH. Ten ukazuje pomérné tzkou
distribuci (1,28), ktera se vsak statisticky neodliSuje od nisin obsahujicich
systémtl.
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Obr. 50: Histogram sfér PLA/PVOH bez pridavku GA a nisinu

Obr. 51: Obrazek z optického mikroskopu — sfery PLA/PVOH bez pridavku GA
a nisinu

Snimky z elektronového mikroskopu na obrazku 52 ukazuji bliz§i pohled na
ptipravené mikrosféry z jadra z PVOH a obalu z PLA. Jadro (PVOH) a PLA
obal jsou zfeymé na obrdzku 52 vpravo, kde je rozpadla mikrosféra s jasné
zietelnym PLA obalem a PVOH jadrem oznacena bilou Sipkou.
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Obr. 52: SEM obrazek PLA/IPVOH/0% GA/1,5 mg NIS-NaCl (vlevo)
a PLA/PVOH/60% GA/1,5 mg NIS-NaCl (vpravo)

Efektivita enkapsulace

Enkapsula¢ni efektivita nisinu v pfipravené tadé¢ vzorkli mikrosfér byla
vypocitana z vysledki méfeni HPLC a vzorce (19). Zjisténé vysledky jsou
uvedeny v tabulce 24.

Z vysledkt vyplyva, ze imobilizace nisinu ve vzorku
PLA/PVOH/0OGA/1,5NIS byla kompletni, coz je dusledkem vysoké afinity
pouzité matrice k enkapsulované latce pii nejnizsi pouzité koncentraci nisinu.
Vyssi koncentrace nisinu vSak vedly k pomérné vysokym hodnotdam EE
(> 90 %), které se zvySovaly s rostouci koncentraci nisinu. PVOH sitované GA
obecné vykazovaly niZz8i hodnoty EE, pficemZ nejvyssSich hodnot G¢innosti bylo
dosazeno pfi nejnizsi sledované koncentraci nisinu. Pfesto lze hodnoty EE pro

sitované systémy povazovat ve srovnani s odbornou literaturou za vysoké
(> 50 %) [117, 134].

Otéazkou zustava, jak se vliv sitovani projevi na kinetice uvolilovani nisinu
z ptipravenych mikrosfér. To bude pfedmétem studii navazujicich na tuto praci.
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Tabulka 24: Hodnoty enkapsulaéni efektivity nisinu EE [%] (x + SD)

Vzorek EE [%]
PLA/PVOH/0% GA/1,5NIS *
PLA/PVOH/60% GA/1,5NIS 76,43+0,00
PLA/PVOH/0% GA/3,0NIS 90,57+0,34
PLA/PVOH/60% GA/3,0NIS 59,43+3,54
PLA/PVOH/0% GA/5,0NIS 94,2+0,10
PLA/PVOH/60% GA/5,0NIS 70,7+1,01

*U tohoto vzorku nebyl pomoci HPLC detekovan neenkapsulovany nisin. Je
tedy predpoklad 100% hodnoty EE.

Shrnuti okruhu IIT

Byly ptipraveny multikomponentni mikrosféry skladajici se z jadra na bézi
nemodifikovaného PVOH a PVOH zesitovaného z 60 % GA. Obal mikrosféry
byl tvofen biorozlozitelnym PLA. Zaroven byly provedeny pokusy enkapsulace
nisinového modifikdtoru (forma 4) do PVOH jadra. Nasledné byly sledovany
morfologické vlastnosti ptipravenych mikrosfér pomoci optické 1 elektronové
mikroskopie. Efektivita enkapsulace byla vyhodnocena pomoci HPLC.

Vysledky naznacuji, ze pfitomnost nisinu ve sférach nema statisticky
vyznamny vliv na jejich velikost. Naproti tomu bylo zjisténo, Ze sitovani PVOH
pomoci GA zvySuje primérnou velikost pfipravenych mikrosfér a zaroven
rozSifuje distribuci jejich velikosti.

Vysledky stanoveni efektivity ekapsula¢niho procesu ukazuji vys$si hodnoty
pro nesitované systémy (> 90 %), nicméné také hodnoty EE pro sitované
systémy lze povazovat ve srovnani s odbornou literaturou za vysoké (> 50 %).
O optimalnim sloZeni enkapsula¢niho systému vypovi az studie kinetiky
uvoliiovani nisinu, ktera bude navazovat na tuto praci v podobé casové
naro¢nych experimenti za acelem popisu procesu uvoliiovani imobilizovaného
nisinu v ¢ase do riznych prostiedi a v zavislosti na zméné vybranych parametri
(teplota, pH).
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ZAVER
Cilem této dizertacni prace byl vyvoj, charakterizace a optimalizace novych

typt antimikrobidlnich polymernich systémt pro potravinarské aplikace na bazi
PVOH/kyselina mlé¢na a PVOH/nisin.

V ramci experimentalnich aktivit bylo dosaZeno nésledujicich vystupt:

1) Byl stanoven vliv stupné hydrolyzy PVOH matric na jejich zpracovatelnost
na tenké folie a byla podrobné studovéana interakce PVOH s riznym stupném
hydrolyzy a kyseliny mlé¢né, jako u¢inné antimikrobialni ptisady.

2) Byl vyvinut a popsan zpusob sitovani PVOH pomoci netoxické
dikarboxylové kyseliny.

3) Byly aplikovany 4 formy nisin obsahujicich modifikatort pro PVOH
matrice. Zaroveit byl podrobné zkouméan a popsan jejich vliv na strukturni,
morfologické, mechanické, tepelné, povrchové a antimikrobidlni vlastnosti
vyslednych systémt véetné popisu jejich synergického plisobeni se sitovacim
¢inidlem (glutarova kyselina).

4) Pro ucely popisu kinetiky uvoliiovani nisinu z PVOH f6lii byla vyvinuta
a odzkouSena metoda na jeho stanoveni pomoci HPLC techniky.

5) Byly ptipraveny multikomponentni mikrosféry s jaddrem na bazi PVOH
s imobilizovanym nisinem a obalem z biorozlozitelného polyesteru — PLA.
Ptipravené systémy byly dikladné morfologicky popsany pomoci optické
a elektronové mikroskopie. Byla stanovena tuc¢innost enkapsulace nisinu
do formy mikrosfér. Na tyto experimenty navaze ¢asové naroc¢na studie kinetiky
uvolilovani nisinu za riznych podminek.

6) Ziskan¢ vysledky byly publikovany v impaktovaném cCasopise
a prezentovany na odbornych konferencich. Piedpokladd se odeslani dalsi
publikace do recenzovaného odborného ¢asopisu béhem roku 2015.

I ptes naplnéni vytyCenych cilli jsou planovany dalsi experimentalni aktivity
vedouci k rozSifeni ziskanych poznatki dané problematiky a jeji implementace
do praxe. Vystupy této prace jsou i vysledky podléhajici registraci Utadem
pramyslového vlastnictvi.
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PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Tato disertatni prace pfinasi nové pohledy na vyuziti vedlejSich
produktti mlékarenské produkce pro vyrobky s piidanou hodnotou, které
se zaroven  pfiblizuji  legislativnim  pozadavkim pro  vyuziti
V potravinarském primyslu, kosmetice ¢i ve zdravotnictvi. Zaroven prinasi
novy pohled na polymerni materidly, jako potencialni obaly nejen pro
suroviny, ale také pro meziprodukty a finalni vyrobky. Z tohoto hlediska se
jedna o materidly, které disponuji ochrannymi schopnostmi pro balené
produkty z hlediska jak mechanického, tak antimikrobidlniho.

Jednoznacnym piinosem pro védu je zde dilezity popis zakonitosti
interakci PVOH s kyselinou mlécnou v zavislosti na koncentraci
zbytkovych acetatovych skupin navazanych na hlavni uhlikovy fetézec
polymeru. Ziskané vystupy bude mozno dale modifikovat pro obalové
materidly, které budou pro ucely pfipravy polymernich systémi
s imobilizovanymi biologicky aktivnimi latkami vhodné. Zde se jedna
nejen o hledani a aplikace vhodnych polymernich materidlti s zddoucimi
vlastnostmi, ale také o ziskdvani a pouziti jinych biologicky aktivnich
latek, jejichz tloha kromé& antimikrobidlni ochrany bude spocivat také
vV tom, ze budou dotvaret celkovych charakter a uzitné vlastnosti produkti,
K jejichZ ochrané budou uvedené systémy pouzity.

Prakticky ptinos této prace lze jednoznacné naleznout v metod¢ sitovani
PVOH pomoci dikarboxylové kyseliny, jakozZto netoxického sitovaciho
¢inidla. Dal§im vystupem jsou nisinové modifikatory ve 3 forméach, které
vykazuji stabilitu v €ase. S tim souvisi pfin0S zavedeni a optimalizace
metodiky pro stanoveni nisinu v komplexnich matricich pomoci vysoce
u¢inné kapalinové chromatografie. Pfinosem pro Skolitelské pracovisté
jsou 1 publikaéni aktivity vzniklé v ramci této prace.

Dal§i ptfinos bude v prvnich fazich spocivat ve vhodném vyuziti
ziskanych produktll v obalové technice, kdy bude moZno postupnymi kroky
vytvaret sofistikované obalové systémy s vysokou uzitnou hodnotou, které
umozni lepSi a dels§i wuskladnéni napf. potravin, kosmetickych
a farmaceutickych ptipravki pti zachovani jejich vysoké kvality.

V zavéru lze konstatovat, ze spolu s vyuzitim novych poznatkli se
nachdzime na prahu vyvoje obalovych materidlli nové generace.

V neposledni fad€¢ je nutno zdiraznit, ze tato prace vznikala v rdmci
feSeni projektl aplikovaného vyzkumu implementovanych na Skolitelském
pracoviSti. Na téchto projektech se pfimo podileji soukromé subjekty
a vystupy feSeni jsou sméfovany do praktickych aplikaci.

107



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

MUNK, Petr a Tejraj M. AMINABHAVI. Introduction to
macromolecular science. Wiley-interscience: Kanada. ©2002, 2. vydani,
609 s. ISBN 0-471-41716-5.

[2] SELKE, Susan E., John D. CULTER a Ruben J. HERNANDEZ. Plastics

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

packaging: Properties, processing, applications, and regulations. 2nd ed.
Cincinnati, Ohio: Hanser Gardner Publications. ©2004, xvii, 448 s. ISBN
15-699-0372-7.

QIU, Kaiyan a Anil N. NETRAVALLI. Fabrication and characterization of
biodegradable composites based on microfibrillated cellulose and
polyvinyl alcohol. Composites Science and Technology [online]. 2012,
ro¢. 72, ¢. 13, s. 1588-1594 [cit. 2014-08-05]. ISSN 0266-3538.
Dostupne¢ z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0266353812002345.

ROBERTSON, Gordon L. Food packaging: principles and practice. 2nd
ed. Boca Raton: Taylor, ©2006, 550 s. Food science and technology
(Taylor, 152. ISBN 08-493-3775-5.

GAO, Cun-dian et al. Preparation of Polyvinyl Alcohol/Xylan Blending
Films with 1,2,3,4-Butane Tetracarboxylic Acid as a New Plasticizer.
Journal of Nanomaterials [online]. 2014, ro¢. 2014, s. 1-8 [cit. 2014-11-
11]. ISSN 1687-4129. Dostupné z:
http://www.hindawi.com/journals/jnm/2014/764031/.

GAMAGE, Gayani R., Hyun-Jin PARK a Ki Myong KIM. Effectiveness
of antimicrobial coated oriented polypropylene/polyethylene films in
sprout packaging. Food Research International [online]. 2009, roc. 42, ¢.
7, s. 832-839 [cit. 2014-08-29]. ISSN 0963-9969. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996909000751.

QUINTAVALLA, Stefania a Loredana VICINI. Antimicrobial food
packaging in meat industry. Meat Science [online]. 2002, ro¢. 62, ¢. 3,
s. 373-380 [cit. 2014-08-05]. ISSN 1873-4138. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0309174002001213.

BIESALSKI, Hans-Konrad et al. Bioactive compounds: Definition and
assessment of activity. Nutrition [online]. 2009, ro¢. 25, ¢. 11-12, s. 1202-
1205 [cit. 2014-09-21]. ISSN 0899-9007. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0899900709002251.
KRIS-ETHERTON, Penny M. et al. Bioactive compounds in foods: their
role in the prevention of cardiovascular disease and cancer. The American
Journal of Medicine [online]. 2002, ro¢.. 113, ¢. 9, s. 71-88 [cit. 2015-03-
11]. ISSN 1552-4833. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0002934301009950.

108


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996909000751
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0309174002001213
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0899900709002251

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

KRIS-ETHERTON, P. M. et al. Bioactive compound in nutrition and
health — Research methodologies for establishing biological function: The
Antioxidant and Anti-inflammatory Effects of Flavonoids on
Atherosclerosis. Annual Review of Nutrition [online]. 2004, ro¢. 24, ¢. 1,
s. 511-538 [cit. 2015-03-11]. ISSN 1545-4312 . Dostupné z:
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.nutr.23.011702.0
73237.

DAGLIA, Maria. Polyphenols as antimicrobial agents. Current Opinion in
Biotechnology [online]. 2012, ro¢. 23, ¢. 2, s. 174-181 [cit. 2015-03-11].
ISSN 0958-1669. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958166911006756.

HARTMANN, Rainer a Hans MEISEL. Food-derived peptides with
biological activity: from research to food applications. Current Opinion in
Biotechnology [online]. 2007, vol. 18, issue 2, s. 163-169 [cit. 2015-01-
12]. ISSN 0958-1669. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958166907000146.

SAHARI, Mohammad Ali a Sara ASGARI. Effects of Plants Bioactive
Compounds on Foods Microbial Spoilage and Lipid Oxidation. Food
Science and Technology. 2013, ro¢. 1, €. 3, s. 52-61. ISSN 0023-6438.

MACKENZIE, Kenneth et al. Calcium-containing inorganic polymers as
potential bioactive materials. Journal of Materials Science. 2010, ro¢. 45,
C. 4,s.999-1007 [cit. 2014-08-05]. ISSN 1573-4803 . Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/s10853-009-4031-5.

STLOUKAL, Petr et al. Low Molecular Weight Poly(lactic acid)
Microparticles for Controlled Release of the Herbicide Metazachlor:
Preparation, Morphology, and Release Kinetics. Journal of Agricultural
and Food Chemistry [online]. 2012, ro¢. 60, ¢. 16, s. 4111-4119 [cit.
2014-08-12]. ISSN 0021-8561. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf300521j.

BERNHOFT, Ed Aksel. Bioactive compounds in plants: benefits and risks
for man and animals: proceedings from a symposium held in Norwegian
Academy of Science and Letters, Oslo, 13 - 14 November 2008 [online].
Oslo: Novus Forlag, 2010 [cit. 2015-02-19]. ISBN 978-827-0995-837.
Dostupné z: http://www.dnva.no/binfil/download.php?tid=48677.

HUANG, Xiaodong et al. Strategy for analysis and screening of bioactive
compounds in traditional Chinese medicines. Journal of Chromatography
B [online]. 2004, ro¢. ¢. 812, 1-2, s. 71-84 [cit. 2014-07-09]. ISSN 1570-
0232. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S157002320
400546X.

NIKOLIC, Milan a Sinisa DJORDJEVIC. Alkaloids in the pharmaceutical
industry: Structure, isolation and application. Hemijska industrija
[online]. 2003, vol. 57, issue 10, s. 471-478 [cit. 2015-03-11]. ISSN 2217-

109


http://link.springer.com/10.1007/s10853-009-4031-5
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf300521j

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

7426. Dostupné z: http://www.doiserbia.nb.rs/Article.aspx?1D=0367-
598X0310471N.

YADAYV, Sudesh Kumar a Praveen GULERIA. Steviol Glycosides from
Stevia: Biosynthesis Pathway Review and their Application in Foods and
Medicine. Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online]. 2012,
ro¢. 52, ¢ 11, s. 988-998 [cit. 2015-02-11]. ISSN 1549-7852.
Dostupné z: http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.2010.
519447,

LIU, Y, J. P. LI, E. B. HUNZIKER a K. DE GROOT. Incorporation of
growth factors into medical devices via  biomimetic
coatings.Philosophical Transactions of the Royal Society A:
Mathematical, Physical and Engineering Sciences [online]. 2006, roc.
364, ¢. 1838, s. 233-248 [cit. 2015-03-11]. ISSN 1471-2962. Dostupné z:

http://rsta.royalsocietypublishing.org/cgi/doi/10.1098/rsta.2005.1685.

LAHLOU Mouhssen. Essential oils and fragrance compounds: bioactivity
and mechanisms of action. Flavour and Fragrance Journal [online]. 2004
ro¢. 19, ¢. 2, s. 159-165 [cit. 2015-02-02]. ISSN 0882-5734. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ffj.1288/epdf.

VELISEK, Jan. Chemie potravin 3. 1.vyd. Tabor: OSSIS, ©1999. 368 s.
ISBN 80-902391-5-3.

ANDERSEN, Oyvind M a Kenneth R MARKHAM. Flavonoids:
chemistry, biochemistry, and applications. Boca Raton, FL: CRC, Taylor
& Francis, 2006, 1237 s. ISBN 9781420039443

HODEK, Petr, PREFIL, Pavel a Merie STIBOROVA. Flavonoids-potent
and versatile biologically active compounds interacting wit cytochromes
P450. Chemico-Biological Interactions [online]. 2002, ro¢. 139, ¢. 1, s. 1-
21 [2015-01-15]. ISSN 0009-2797. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000927970100285X.

YANG, Chong-Ren a Osamu TANAKA. Advances in plant glycosides,
chemistry and biology: proceedings of the International Symposium on
Plant Glycosides, August 12-15, 1997 Kunming, China [online]. 1st ed.
New York: Elsevier, 1999, xiii, 428 s. [cit. 2015-03-11]. ISBN 04-445-
0180-0. Dostupné z:
https://books.google.cz/books?id=cWtfR13NgNcC&pg=PA320&dqg=glyc
osides&hl=cs&sa=X&ei=yk4dAVY TwDMv9ygOimYHwBA&ved=0CEM
Q6AEwWBQ#v=0nepage&q&f=false.

YADAYV, Sudesh Kumar a Praveen GULERIA. Steviol Glycosides from
Stevia: Biosynthesis Pathway Review and their Application in Foods and
Medicine. Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online]. 2012,
ro¢. 52, ¢. 11, s. 988-998 [cit. 2015-03-13]. ISSN 1040-8398. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.2010.519447.

110



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

BARBOSA-PEREIRA, Letricia et al. Brewery waste as a potential source
of phenolic compounds: Optimisation of the extraction process and
evaluation of antioxidant and antimicrobial activities. Food Chemistry
[online]. 2014, ro¢. 145, s. 191-197 [cit. 2015-03-13]. ISSN 0308-8146.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S03088146130110
23.

SUPPAKUL, Panuwat et al. Diffusion of linalool and methylchavicol
from polyethylene-based antimicrobial packaging films. LWT - Food
Science and Technology [online]. 2011, ro¢. 44, ¢. 9, s. 1888-1893 [cit.
2015-02-17]. ISSN 0023-6438. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643811001113.

SUPPAKUL, Panuwat et al. Loss of AM additives from antimicrobial
films during storage. Journal of Food Engineering [online]. 2011, roc.
105, ¢. 2, s. 270-276 [cit. 2015-02-17]. ISSN 0260-8774. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0260877411000951.

MIYASHITA, Michiko a Yasuyuki SADZUKA. Effect of linalool as
a component of Humulus lupulus on doxorubicin-induced antitumor
activity. Food and Chemical Toxicology [online]. 2013, ro¢. 53, s. 174-
179 [cit. 2015-03-01]. ISSN 0278-6915. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0278691512008423.

CHARLES Onwulata a Peter J. HUTH. et al. Whey processing,
functionality and health benefits [online]. 1st ed. Ames, lowa: Wiley-
Blackwell, 2008, 416 s. [cit. 2014-06-12]. ISBN 978-081-3803-845.
Dostupné z: http://dx.doi.org/10.1002/9780813803845.ch11.

SUKOVA, Irena. Syrovdtka v potravindrstvi. Praha: Ustav zemé&délskych
a potravinaiskych informaci, ©2006, 60 s. Potravinaiské informace. ISBN
80-727-1173-3.

CESKO. Vyhlaska Ministerstva zemédélstvi &. 77/2003 Sb., kterou se
stanovi PoZadavky pro mléko a mlécné vyrobky, mrazené krémy a jedle
tuky a oleje, v platném znéni. 2003. Dostupné z:
http://www.esipa.cz/sbirka/sbsrv.dll/sb?DR=SB&CP=2003s77.

YALCIN, A. Emerging Therapeutic Potential of Whey Proteins and
Peptides. Current Pharmaceutical Design [online]. 2006, ro¢. 12, ¢. 13,
s. 1637-1643 [cit. 2014-08-9]. ISSN 1381-6128. Dostupné z:
http://dx.doi.org/10.2174/138161206776843296.

PRAZERES, Ana R., Fatima CARVALHO a Javier RIVAS. Cheese whey

management: A review. Journal of Environmental Management [online].

2012, ro¢. 110, s. 48-68 [cit. 2014-11-11]. ISSN 0301-4797. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0301479712002769.

CESKY STATISTICKY URAD: Databaze Eurostatu. [online]. [cit. 2015-
03-11]. Dostupné z: http://apl.czso.cz/pll/eutab/ntml.h.

111


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0301479712002769

[37]

ONWULATA, Charles a Peter HUTH. Whey processing, functionality
and health benefits. 1st ed. Ames, lowa: Wiley-Blackwell, ©2008, xiv,
400 s. ISBN 08-138-0903-7.

[38] PANESAR, P. et al. Bioutilisation of whey for lactic acid production. Food

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

Chemistry [online]. 2007, ro¢. 105, ¢. 1, s. 1-14 [cit. 2014-12-1]. ISSN
0308-8146. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814607002816.

PAL, Sebely a Simone RADAVELLI-BAGATINI. The effects of whey
protein on cardiometabolic risk factors. Obesity Reviews [online]. 2013,
ro¢. 14, ¢. 4, s. 324-343 [cit. 2014-11-28]. ISSN 1467-789X. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/0br.12005.

TSAKALI, Efstathia et al. A review on whey composition and the
methods used for its utilization for food and pharmaceutical products.
FOODSIM'2010 [online]. ©2010 [cit. 2014-12-21]. ISBN 978-907-7381-
564. Dostupné z: http://www.fabe.gr/images/stories/SYNEDRIA/8.pdf.
ANONYM, Zelena energie ze syrovatky [online]. Asociace soukromého
zemédélstvi CR. 2007. [cit. 2015-1-12]. Dostupné z:
http://www.asz.cz/cs/zpravy-z-tisku/lesnictvi-ekologie-a-
myslivost/zelena-energie-ze-syrovatky.html.

SLESINGER Josef. ZvySeni rentability provozu mlékdrny vyuzitim
metodiky  Cistsi  produkce. [online  2015-1-12]. Dostupné z:
http://www.apic-ak.cz/zvyseni-rentability-provozu-mlekarny-vyuzitim-
metodiky-cistsi-
produkce.php?akce=hodnot&id=14370&year=2014&week=49.

AUDIC, Jean-Luc, Bernard CHAUFER a Georges DAUFIN. Non-food
applications of milk components and dairy co-products: A review. Le Lait
[online]. 2003, ro¢. 83, ¢. 6, s. 417-438 [cit. 2014-10-18]. DOI:
10.1051/1ait:2003027. ISSN 1958-5594. Dostupné z:
http://www.edpsciences.org/10.1051/1ait:2003027.

NEELIMA, Rajan et al. Chemical and functional properties of
glycomacropeptide (GMP) and its role in the detection of cheese whey
adulteration in milk: a review. Dairy Science [online]. 2013, ro¢. 93, ¢. 1,
s. 21-43 [cit. 2014-10-30]. ISSN 0022-0302. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/s13594-012-0095-0.

KAMAU, Samuel Mburu, Seronei Chelulei CHEISON, Wei CHEN,
Xiao-Ming LIU a Rong-Rong LU. Alpha-Lactalbumin: Its Production
Technologies and Bioactive Peptides. Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety [online]. 2010, roc. 9, ¢. 2, s. 197-212 [cit. 2014-
9-30]. ISSN 1541-4337. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1541-
4337.2009.00100.x.

SEVERIN, Sindayikengera a Xia WENSHUI. Milk Biologically Active
Components as Nutraceuticals: Review. Critical Reviews in Food Science

112


http://doi.wiley.com/10.1111/obr.12005

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

and Nutrition [online]. 2005, ro¢. 45, ¢. 7-8, s. 645-656 [cit. 2014-10-18].
ISSN 1549-7852. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408690490911756.

INNOCENTE, Nadia et al. Dynamic Surface Properties of the Proteose-
Peptone Fraction of Bovine Milk. Journal of Dairy Science [online]. 1998,
ro¢. 81, ¢. 7, s. 1833-1839 [cit. 2015-1-12]. ISSN 0022-0302. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022030298757534.

LUCAS, O. David. Breakthrough Technology Produces Concentrated
Whey Protein with Bioactive Immunoglobulins. Clinical Nutrition
Insights [online]. 1999, ro€. 6, ¢. 21, s. 1-4 [cit. 2015-1-13]. ISSN 2162-
9838. Dostupné¢ z: http://healingpoints.com/Whey%20Protein.PDF.

MADUREIRA, Ana R. et al. Bovine whey proteins — Overview on their
main biological properties. Food Research International [online]. 2007,
ro€. 40, ¢. 10, s. 1197-1211 [cit. 2015-1-8]. ISSN 0963-9969. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996907001251.
KORHONEN, Hannu et al. Impact of processing on bioactive proteins
and peptides. Trends in Food Science and Technology [online]. 1998, roc.
9,

8-9, s. 307-319 [cit. 2014-12-16]. ISSN  0924-2244. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224498000545.

MADUREIRA, A. R. et al. Invited review: Physiological properties of
bioactive peptides obtained from whey proteins. Journal of Dairy Science
[online]. 2010, ro¢. 93, €. 2, s. 437-455 [cit. 2015-1-12]. ISSN 0022-0302.
Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022030210714879.

WIJAYANTI, Heni B., Nidhi BANSAL a Hilton C. DEETH. Stability of
Whey Proteins during Thermal Processing: A Review. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety [online]. 2014, ro¢. 13, ¢. 6,
s. 1235-1251 [cit. 2015-01-10]. ISSN 1541-4337. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/1541-4337.12105].

ETZEL, Mark R. Manufacture and Use of Dairy Protein Fractions. The
Journal of Nutrition [online]. 2004, ro¢. 134, ¢. 4, s. 996-1002 [cit. 2014-
07-13]. Dostupné z:
http://jn.nutrition.org/content/134/4/996S.full.pdf+html ISSN 1541-6100
WALZEM, R. L., C. J. DILLARD aJ. B. GERMAN. Whey Components:
Millennia of Evolution Create Functionalities for Mammalian Nutrition.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online]. 2002, ro¢. 42, ¢.
4, s. 353-375 [cit. 2014-07-13]. ISSN 1549-7852. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408690290825574?journa
ICode=bfsn20#.VQKILfMmG9wA4.

BALCIUNAS, Eduardo Marcos et al. Novel biotechnological applications
of bacteriocins: A review. Food Control [online]. 2013, ro¢. 32, €. 1,

113



[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

S. 134-142 [cit. 2015-2-5]. ISSN 0956-7135. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0956713512006275.

DE ARAUZ, Luciana Juncioni et al. Nisin biotechnological production
and application: a review. Trends in Food Science and Technology
[online]. 2009, ro¢. 20, ¢. 3-4, s. 146-154 [cit. 2015-1-2]. ISSN 0924-
2244,

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S09242244090005
94,

BHAT, Rajeev, Abd Karim ALIAS a Gopinadhan PALIYATH. Progress
in food preservation [online]. 1st ed. Chicester: John Wiley, 2011 [cit.
2014-07-05]. ISBN 978-111-9962-045. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9781119962045.

MITRA, Suranjita, Pran Krishna CHAKRABARTTY a Swadesh Ranjan
BISWAS. Production and Characterization of Nisin-Like Peptide
Produced by a Strain of Lactococcus lactis Isolated from Fermented Milk.
Current Microbiology [online]. 2005, ro¢. 51, ¢. 3, s. 183-187 [cit. 2014-
12-28]. ISSN 1432-0991. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/s00284-005-4545-2.

DRIDER, D., G. FIMLAND, Y. HECHARD, L. M. MCMULLEN a H.
PREVOST. The Continuing Story of Class Ila Bacteriocins. Microbiology
and Molecular Biology Reviews [online]. 2006, ro¢. 70, ¢. 2, s. 564-582
[cit. 2014-07-06]. ISSN 1098-5557. Dostupné z:
http://mmbr.asm.org/cgi/doi/10.1128/MMBR.00016-05

SALMASO, Stefano et al. Nisin-loaded poly-I-lactide nano-particles
produced by CO2 anti-solvent precipitation for sustained antimicrobial
activity. International Journal of Pharmaceutics [online]. 2004, ro¢. 287,
¢.1-2, s. 163-173 [cit-2014-12-20]. ISSN 0378-5173. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517304005320.

CHA, D. S. et al. Release of nisin from various heat-pressed and cast
films. LWT - Food Science and Technology [online]. 2003, ro¢. 36, ¢. 2, s.
209-213 [cit. 2014-06-23]. ISSN 0023-6438. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0023643802002098

SCANNELL, Amalia G. M. et al. Development of bioactive food
packaging materials using immobilised bacteriocins Lacticin 3147 and
Nisaplin®. International Journal of Food Microbiology [online]. 2000,
ro¢. 60, ¢. 2-3, s. 241-249 [cit. 2014-06-13]. ISSN 0168-1605. Dostupné
z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160500003147.

KIM, Young-Min et al. Properties of nisin-incorporated polymer coatings
as antimicrobial packaging materials. Packaging Technology and Science
[online]. 2002, ro¢. 15, ¢ 5, s. 247-254 [cit. 2014-06-13]. ISSN 1099-
1522. Dostupné z: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/pts.594/pdf.

114



[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

KIM, Young-Min, Hyun-Dong PAIK a Dong-Sun LEE. Shelf-life
characteristics of fresh oysters and ground beef as affected by bacteriocin-
coated plastic packaging film. Journal of the Science of Food and
Agriculture [online]. 2002, ro¢. 82, ¢. 9, s. 998-1002 [cit. 2014-06-13].
ISSN 1097-0010. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/jsfa.1125.

CHA, Dong et al. Antimicrobial Films Based on Na-alginate and
k-carrageenan. LWT - Food Science and Technology [online]. 2002,
ro¢. 35, ¢. 8, s. 715-719 [cit. 2014-06-13]. ISSN 0023-6438. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002364380290928 X

LEE, Chan Ho et al. Wide-spectrum antimicrobial packaging materials
incorporating nisin and chitosan in the coating. Packaging Technology
and Science [online]. 2003, vol. 16, issue 3, s. 99-106 [cit. 2014-06-13].
ISSN 1099-1522. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/pts.617.

LEE, Chan Ho, Hyun Jin PARK a Dong Sun LEE. Influence of
antimicrobial packaging on Kinetics of spoilage microbial growth in milk
and orange juice. Journal of Food Engineering [online]. 2004, ro¢. 65, ¢.
4, s. 527-531 [cit. 2014-06-13]. ISSN 0260-8774. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0260877404000792

HO LEE, Chan et al. A coating for use as an antimicrobial and
antioxidative packaging material incorporating nisin and a-tocopherol.
Journal of Food Engineering [online]. 2004, roc¢. 62, ¢. 4, s. 323-329 [cit.
2014-06-13]. ISSN 0260-8774. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0260877403002462

LI, B. et al. Preparation and performance evaluation of glucomannan-
chitosan-nisin ternary antimicrobial blend film. Carbohydrate Polymers
[online]. 2006, roc¢. 65, ¢. 4, s. 488-494 [cit. 2014-06-13]. ISSN 0144-
8617.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S01448617060007
01.

KALETTA, Cortina a KARL-DIETER ENTIAN. Nisin, a Peptide
Antibiotic: Cloning and Sequencing of the nisA Gene and
Posttranslational Processing of Its Peptide Product. Journal of
bacteriology [online]. 1989, ro¢. 171, ¢&. 3, s. 1597-1601. ISSN 2155-9597
[cit. 2014-07-05].
Dostupné z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC209786/pdf/j
bacter00169-0373.pdf.

DE VOS, Willem M. et al. Properties of Nisin Z and Distribution of Its
Gene, nisZ, in Lactococcus lactis. Applied and environmental
microbiology [online]. 1993, ro¢. 59, ¢. 1, s. 2013-2018. ISSN 1098-5336
[cit. 2014-8-10]. Dostupné z.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC202080/.

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC209786/pdf/jbacter00169-0373.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC209786/pdf/jbacter00169-0373.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC202080/

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

ZENDO, Takeshi et al. Identification of the Lantibiotic Nisin Q, a New
Natural Nisin Variant Produced by Lactococcus lactis 61-14 Isolated from
a River in Japan. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry [online].
2003, ro¢. 67, ¢. 7, s. 1616-1619 [cit. 2014-09-15]. ISSN 1347-6947.
Dostupné z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12913315.

DE KWAADSTENIET, M., K. TEN DOESCHATE a L. M. T. DICKS.
Characterization of the Structural Gene Encoding Nisin F, a New
Lantibiotic Produced by a Lactococcus lactis subsp. lactis Isolate from
Freshwater Catfish (Clarias gariepinus). Applied and Environmental
Microbiology [online]. 2008, ro¢. 74, ¢. 2, s. 547-549 [cit. 2014-09-01].
ISSN 1098-5336. Dostupné z:
http://aem.asm.org/cgi/doi/10.1128/AEM.01862-07.

WIRAWAN, R. E. et al. Molecular and Genetic Characterization of
a Novel Nisin Variant Produced by Streptococcus uberis. Applied and
Environmental Microbiology [online]. 2006, ro¢. 72, ¢. 2, s. 1148-1156
[cit. 2014-09-01]. ISSN 1098-5336. Dostupné z:
http://aem.asm.org/cgi/doi/10.1128/AEM.72.2.1148-1156.2006.

PIPER, C. et al. A comparison of the activities of lacticin 3147 and nisin
against drug-resistant Staphylococcus aureus and Enterococcus species.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy [online]. 2009, ro¢. 64, ¢. 3,
s. 546-551 [cit. 2014-09-02]. ISSN 1460-2091. Dostupné z:
http://www.jac.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/jac/dkp221.

BACTIBASE: Database dedicated to bacteriocins. [online]. [cit. 2014-
09-17]. Dostupné z: http://bactibase.pfba-lab-tun.org/BAC047.

JOERGER, Rolf D. Antimicrobial films for food applications:
a quantitative analysis of their effectiveness. Packaging Technology and
Science [online]. 2007, ro¢. 20, ¢. 4, s. 231-273 [cit. 2014-9-6]. ISSN
1099-1522. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/pts.774.

CESKO. Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi & 235/2010 Sb., o
Stanoveni pozadavkii na cistotu a identifikaci pridatnych ldtek, v platném
znéni. 2010.
Dostupné z: http://www.szpi.gov.cz/docDetail.aspx?docid=1007449&doc
Type=ART&.

DEEGAN, Lucy H. et al. Bacteriocins: Biological tools for bio-
preservation and shelf-life extension. International Dairy Journal
[online]. 2006, ro¢. 16, ¢. 9, s. 1058-1071 [cit. 2014-06-23]. ISSN 0958-
6946.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S09586946050028
217.

SINGH, Preetiet al. Role of plastics additives for food packaging. Pigment
and Resin Technology [online]. 2012, ro¢. 41, ¢. 6, s. 368-379 [cit. 2014-

116


http://aem.asm.org/cgi/doi/10.1128/AEM.01862-07
http://aem.asm.org/cgi/doi/10.1128/AEM.72.2.1148-1156.2006
http://www.jac.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/jac/dkp221
http://bactibase.pfba-lab-tun.org/BAC047

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

11-02]. ISSN 0369-9420. Dostupné z:
http://www.emeraldinsight.com/doi/abs/10.1108/03699421211274306.
CESKO.Vyhlaska Ministerstva zem&délstvi &. 235/2010 Sb., o Stanoveni
pozadavki — na  cistotu a  identifikaci  pridatnych  ldtek,
Vv platném znéni. 2010. Dostupné z: http://www.szpi.gov.cz/docDetail.asp
x?docid=1007449&docType=ART&.

JOHN, Rojan P., K. Madhavan NAMPOOTHIRI a Ashok PANDEY.
Fermentative production of lactic acid from biomass: an overview on
process developments and future perspectives. Applied Microbiology and
Biotechnology [online]. 2007, ro¢. 74, ¢. 3, s. 524-534 [cit. 2014-10-18].
ISSN 1432-0614. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s00253-
006-0779-6.

BELGACEM, Mohamed Naceur a Alessandro GANDINI. Monomers,
polymers and composites from renewable resources. 1st ed. Boston:
Elsevier, ©2008, viii, 552 s. ISBN 978-008-0453-163.

MIGALLON, Jiménez Alfonso a Roxana A RUSECKAITE. Lactic acid:
production, properties, and health effects. New York: Nova
Biomedical/Nova Science Publishers, ©2012, xi, 169 p. Progress in food
science and technology. ISBN 16-208-1643-1.

MARTINEZ, Fabio Andres Castillo et al. Lactic acid properties,
applications and production: A review. Trends in Food Science and
Technology [online]. 2013, ro¢. 30, ¢. 1, s. 70-83 [cit. 2014-11-25]. ISSN
0924-2244. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224412002683.

[86] CORBION. How is lactic acid produced? [online]. [cit. 2015-1-12].

Dostupné z: http://www.lactic-acid.com/production_process.html.

[87] GHAFFAR, Tayyba et al. Recent trends in lactic acid biotechnology: A

[88]

[89]

brief review on production to purification. Journal of Radiation Research
and Applied Sciences [online]. 2014, ro¢. 7, €. 2, s. 222-229 [cit. 2014-12-
21]. ISSN 1687-8507. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1687850714000314.
VAIDYA, A. N. et al. Production and Recovery of Lactic Acid for
Polylactide—An Overview. Critical Reviews in Environmental Science
and Technology [online]. 2005, ro¢. 35, ¢. 5, s. 429-467 [cit. 2014-10-18].
ISSN 1547-6537. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10643380590966181.

SEDLARIK, Vladimir et al. Preparation and Characterization of Poly
(vinyl alcohol)/Lactic Acid Compounded Polymeric Films. International
Journal of Polymer Analysis and Characterization [online]. 2006, ro¢. 11,
¢. 4, s. 253-270 [cit. 2014-10-29]. ISSN 1563-5341. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10236660600750190.

117



[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

CHANDA, Manas a Salil K ROY. Plastics technology handbook [online].
3th ed. Boca Raton: CRC Press; Taylor, 2007, sv. 1 [cit. 2014-10-02].
ISBN 08-493-7039-6. Dostupné z:
http://books.google.cz/books/about/Plastics_ Technology Handbook_Thir
d_Editi.html?id=1viZmXLcnXwC&sredir_esc=y.

VESEI:Y, Karel. Polymery: Struktura, syntézy, viastnosti, zpracovani.
Brno: CSPCH, ©1992, 177 s. ISBN 80-020-0951-7.

KANATT, Sweetie R.et al. Active chitosan-polyvinyl alcohol films with
natural extracts. Food Hydrocolloids [online]. 2012, ro¢. 29, ¢. 2, s. 290-
297 [cit. 2014-11-02]. ISSN 0268-005X. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X12000653.

ANONYM. Water-soluble polymers [cit. 2015-2-7]. 2013. Dostupné z:
https://www.ihs.com/products/chemical-water-soluble-polymers-
scup.html.

PRIYA, Bhanu et al. Synthesis, characterization and antibacterial activity
of biodegradable starch/PVA composite films reinforced with cellulosic
fibre. Carbohydrate Polymers [online]. 2014, ro¢. 109, s. 171-179 [cit.
2014-11-02]. ISSN 0144-8617. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861714002768.

DING, Jing et al. Synthesis and Properties of Thermoplastic Poly(vinyl
Alcohol)- Graft -Lactic Acid Copolymers. Industrial ang Engineering
Chemistry Research [online]. 2009, vol. 48, issue 2, s. 788-793 [cit. 2014-
03-08]. ISSN 0888-5885. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ie8013428.

CESKO. Smérnice Komise 2010/67/EU, kterou se méni smérnice Komise
2008/84/ES, kterou se stanovi specificka kritéria pro Cistotu
potravinarskych pridatnych latek jinych nez barviva a nahradni sladidla,
Vv platném znéni. 2010. Dostupné z: http://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2010:277:0017:0026:
CS:PDF.

DUCHACEK, Vratislav. Polymery: vyroba, vlastnosti, zpracovdni,
pouziti. 1. vyd. Praha: VSCHT, ©1995, 381 s. ISBN 80-708-0241-3.
MARK, H. Encyclopedia of polymer science and technology [online].
Concise 3rd ed. Hoboken, N. J.: Wiley-Interscience, ©2007, xxv, 1462 s.
[cit. 2015-01-26]. ISBN 978-047-0046-104. Dostupné z:
https://books.google.cz/books?id=Vfh1AQAAQBAJ&pg=PR4&Ipg=PR4
&dg=encyclopedia+of+polymer+science+and+technology&source=bl&ot
s=5D6M200nC-
&sig=EkvQaCJA8BHdA2QcdUNyKmFNeJBQ&hl=cs&sa=X&ei=Ma-
vVOLpKs37atWHgdgF&ved=0CDsQ6AEWA|jgK#v=0nepage&qg=encycl
opedia%200f%20polymer%20science%20and%?20technology&f=false.

118



[99] ANONYM. Encyclopedia of polymer science and technology [online]. 3rd
ed. Hoboken: Wiley-Interscience, ©2003, 925 s. [cit. 2014-12-29]. ISBN
0-471-28780-69-12. Dostupné z:
http://www.scribd.com/doc/97313695/Vinyl-Alcohol-Polymers#scribd.

[100] CIUMPILIAC, Stefana et al. Antimicrobial Agar Particles for Food
Preservation. Revista de Chimie [online]. 2010, ro¢. 61, ¢. 11, s. 1076-
1079 [cit. 2014-10-13]. ISSN 0034-7752. Dostupné z:
http://www.revistadechimie.ro/pdf/CIUMPILIAC%20ST.pdf%2011%201
0.pdf.

[101] PAL, Kunal, Ajit K. BANTHIA a Dipak K. MAJUMDAR. Preparation
and characterization of polyvinyl alcohol-gelatin hydrogel membranes for
biomedical applications. AAPS PharmSciTech [online]. 2007, ro¢. 8, ¢. 1,
s. E142-E146 [cit. 201-12-09]. ISSN 1530-9932. Dostupné z:
http://link.springer.com/article/10.1208%2Fpt080121.

[102] ROBERTSON, Gordon L. Food packaging: principles and practice. 2nd
ed. Boca Raton: Taylor, ©2006, 550 s. ISBN 08-493-3775-5.

[103] COLES Richard, Derek McDOWELL a Mark J. KIRWAN. Food
Packaging Technology. Oxford: Blackwell Pub, ©2003, 368 s. ISBN 978-
140-5147-712.

[104] SINGH, Preeti et al. Understanding Critical Factors for the Quality and
Shelf-life of MAP Fresh Meat: A Review. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition [online]. 2011, ro¢. 51, €. 2, s. 146-177 [cit. 2014-
12-31]. ISSN 1549-7852. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408390903531384.

[105] QUINTAVALLA, Stefania a Loredana VICINI. Antimicrobial food
packaging in meat industry. Meat Science [online]. 2002, ro¢. 62, issue 3,
s.373-380 [cit. 2014-10-15]. ISSN 1873-4138. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0309174002001213.

[106] GONTARD, Nathalie a Stéphane GUILBERT. Mass Transfer in Novel
“Food Contact Materials”:Scales and Stakes. Japan Journal of Food
Engineering [online]. 2010, ro¢. 11, ¢. 4, s. 153-159 [cit. 2014-11-12].
Dostupné z: http://www.jsfe.jp/journal/PDF/volll 4 2.pdf.

[107] CESKO. Natizeni Komise (EU) &. 10/2011, o materidlech a predmétech
Z plastit  urcenych pro styk s potravinami, V platném znéni. 2011.
Dostupné z: http://ezu.cz/wp-
content/uploads/2014/03/Narizeni_Komise c10-2011.pdf.

[108] SAWAN, Samuel P a Gurusamy MANIVANNAN. Antimicrobial/anti-
infective materials: principles, applications, and devices. Lancaster, Pa.:
Technomic Pub. Co., ©2000, xvi, 346 s. ISBN 15-667-6794-6.

[109] EMBUSCADO, Milda E. a Kerry C. HUBER. Edible Films and Coatings
for Food Applications. London: Springer, ©2009, xi, 403 s. ISBN 03-879-
2823-5.

119


http://www.revistadechimie.ro/
http://eu.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302479.html?query=Mark+J.+Kirwan

[110] GODDARD, J. M. a J. H. HOTCHKISS. Polymer surface modification
for the attachment of bioactive compounds. Progress in Polymer Science
[online]. 2007, ro¢. 32, ¢. 7, s. 698-725 [cit. 2015-03-03]. ISSN 0079-
6700. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670007000512.

[111] DAINELLI, Dario et al. Active and intelligent food packaging: legal
aspects and safety concerns. Trends in Food Science and technology
[online]. 2008, roc¢. 19, s. 103-112 [cit. 2014-09-19]. ISSN 0924-2244.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S09242244080023
55

[112] GOHIL, J. M., A. BHATTACHARYA a P. RAY. Studies On The
Crosslinking Of Poly (Vinyl Alcohol). Journal of Polymer Research
[online]. 2006, ro¢. 13, ¢. 2, s. 161-169 [cit. 2014-09-17]. ISSN 1572-
8935. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s10965-005-9023-9.

[113] JURGEN GROTE, Daniel Reneau. Oxygen Transport to Tissue — Il
[online]. Boston, MA: Springer US, 1976 [cit. 2015-03-01]. ISBN 978-
146-8432-732. Dostupné z:
http://link.springer.com/chapter/10.1007%2F978-1-4684-3273-2_32.

[114] MILLIGEN, B. et al. On the applicability of Fick's law to diffusion in
inhomogeneous systems. European Journal of Physics [online]. 2005,
ro¢. 26, issue 5, s. 913-925 [cit. 2015-01-09]. ISSN 1361-6404.
Dostupné z: http://stacks.iop.org/0143-
0807/26/1=5/a=023?key=crossref.18ae1d798b557c850b35a3b3bc9d721c.

[115] LUPO, Bryshila et al. Preparation of alginate microspheres by
emulsification/internal gelation to encapsulate cocoa polyphenols. Food
Hydrocolloids [online]. 2014, ro¢. 38, s. 56-65 [cit. 2014-12-
15]. ISSN 0268-005X. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X13003640.

[116] MARTINHO, N., Ch. DAMGE a C. PINTO REIS. Recent Advances in
Drug Delivery Systems. Journal of Biomaterials and Nanobiotechnology
[online]. 2011, ro¢. 02, €. 5, s. 510-526 [cit. 2014-9-5]. ISSN 2158-7043.
Dostupné z: http://www.scirp.org/journal/PaperDownload.aspx?DOI1=10.4
236/jbnb.2011.225062.

[117] JI, Shaowen et al. Dynamic encapsulation of hydrophilic nisin in
hydrophobic poly (lactic acid) particles with controlled morphology by a
single emulsion process. Journal of Colloid and Interface Science
[online]. 2014, ro¢. 423, s. 85-93 [cit. 2015-1-2]. ISSN 0021-9797.
Dostupne zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021979714001015.

[118] VAUTHIER, Christine a Kawthar BOUCHEMAL. Methods for the
Preparation and Manufacture of Polymeric Nanoparticles. Pharmaceutical
Research [online]. 2009, ro¢. 26, ¢. 5, s. 1025-1058 [cit. 2014-8-

120


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224408002355
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224408002355
http://link.springer.com/10.1007/s10965-005-9023-9
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X13003640
http://www.scirp.org/journal/PaperDownload.aspx?DOI=10.4236/jbnb.2011.225062
http://www.scirp.org/journal/PaperDownload.aspx?DOI=10.4236/jbnb.2011.225062
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021979714001015

26]. ISSN 1573-904X. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/s11095-008-9800-3.

[119] PINTO REIS, Catarina et al. Nanoencapsulation 1. Methods for
preparation of drug-loaded polymeric nanoparticles. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine [online]. 2006, ro¢. 2, ¢. 1, s. 8-
21. [cit. 2014-9-5]. ISSN 1549-9642. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1549963406000050.

[120] CHOLLET, E. et al. Monitoring nisin desorption from a multi-layer
polyethylene-based film coated with nisin loaded HPMC film and
diffusion in agarose gel by an immunoassay (ELISA) method and a
numerical modeling. Innovative Food Science and Emerging
Technologies [online]. 2009, ro¢. 10, ¢. 2, s. 208-214 [cit. 2014-08-29].

ISSN 1466-8564.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S14668564080006
96.

[121] GUPTA, A. et al. Synthesis, characterization and efficacy of chemically
crosslinked PVA hydrogels for dermal wound healing in experimental
animals. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2009, ro¢. 111, ¢.
3, s. 1400-1408 [cit. 2014-09-15]. ISSN 1097-4628. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/app.28990.

[122] FRANKLIN, Nathan B. et al. Inhibition of Listeria monocytogenes on the
Surface of Individually Packaged Hot Dogs with a Packaging Film
Coating Containing Nisin. Journal of Food Protection [online]. 2004, roc.
67, ¢. 3, s. 480-485 [cit. 2014-12-09]. ISSN 0362-028X. Dostupné z:
http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp/2004/00000067/0000000
3/art00008.

[123] LIANG, Rong et al. Application of Gelatin-Based Antimicrobial Edible
Coatings on the Preservation of Chicken Meat and Prepared Products.
Advanced Materials Research [online]. 2011, 236-238, s. 2255-2258 [cit.
2014-08-29]. ISSN 1662-8985. Dostupné z:
http://www.scientific.net/ AMR.236-238.2255.

[124] KYOUNGJU, Ku a Bin Song KYUNG. Physical properties of nisin-
incorporated gelatin and corn zein films and antimicrobial activity against
Listeria monocytogenes. Journal of Microbiology and Biotechnology
[online]. 2007, ro¢. 17, €. 3, s. 520-523 [cit. 2014-09-11]. ISSN: 1017-
7825. Dostupné z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18050958.

[125] GILL, A. O. a R. A. HOLLEY. Surface application of lysozyme, nisin,
and EDTA to inhibit spoilage and pathogenic bacteria on ham and
Bologna. Journal of Food Protectiononline [online]. 2000, ro¢. 63, ¢. 10,
s. 1338-1346 [cit. 2014-09-01]. ISSN: 0362-028X. Dostupné z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11041132.

121


http://link.springer.com/10.1007/s11095-008-9800-3
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1549963406000050
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1466856408000696
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1466856408000696
http://doi.wiley.com/10.1002/app.28990
http://www.scientific.net/AMR.236-238.2255

[126] MIN, B. J., I. Y. HAN a P. L. DAWSON. Antimicrobial gelatin films
reduce Listeria monocytogenes on turkey bologna. Poultry Science
[online]. 2010, ro¢. 89, ¢. 6, s. 1307-1314 [cit. 2014-08-26]. ISSN 1466-
1799. Dostupné z: http://ps.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.3382/ps.2009-
00451.

[127] DHERAPRASART, Chanuttaporn et al. Morphology, Release
Characteristics, and Antimicrobial Effect of Nisin-Loaded Electrospun
Gelatin Fiber Mat. Journal of Food Protection [online]. 2009, ro¢. 72,
¢.11, s. 2293-2300 [cit. 2014-09-15]. ISSN 1944-9097. Dostupné z:
http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp/2009/00000072/0000001
1/art00008.

[128] PADGETT, T.,I. Y. HAN a P. L. DAWSON. Incorporation of food-grade
antimicrobial compounds into biodegradable packaging films. Journal of
Food Protection [online]. 1998, ro¢. 61, ¢. 10, s. 193-216 [cit. 2014-09-
16]. ISSN: 1330-1335. Dostupné z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9798150.

[129] GUIGA, W. et al. Innovative multilayer antimicrobial films made with
Nisaplin® or nisin and cellulosic ethers: Physico-chemical
characterization, bioactivity and nisin desorption Kinetics. Innovative
Food Science and Emerging Technologies [online]. 2010, ro¢. 11, €. 2, s.
352-360[cit. 2014-08-29]. ISSN 1466-8564. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S146685641000010X.

[130] COMA, V. et al. Antimicrobial Edible Packaging Based on Cellulosic
Ethers, Fatty Acids, and Nisin Incorporation To Inhibit Listeria innocua
and Staphylococcus aureus. Journal of Food Protection [online]. 2001,
ro¢. 4, s. 439-586 [cit. 2014-08-30]. ISSN 1944-9097. Dostupné z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11307881.

[131] ERCOLINI, Danilo et al. Development of spoilage microbiota in beef
stored in nisin activated packaging. Food Microbiology [online]. 2010,
ro¢. 27, ¢. 1, s. 137-143 [cit. 2014-09-13]. ISSN 0740-0020. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0740002009002044.

[132] LEE, Joo-Won, Seok-Min SON a Seok-In HONG. Characterization of
protein-coated polypropylene films as a novel composite structure for
active food packaging application. Journal of Food Engineering [online].
2008, ro¢. 86, ¢. 4, s. 484-493 [cit. 2014-08-25]. ISSN 1745-4530.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S02608774070055
35.

[133] WAN, J. et al. Incorporation of nisin in micro-particles of calcium
alginate. Letters in Applied Microbiology [online]. 1997, ro¢. 24, ¢. 3,
s.153-158  [cit.  2015-1-6]. ISSN  1472-765X.  Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1472-
765X.1997.00294 .x/epdf

122


http://ps.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.3382/ps.2009-00451
http://ps.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.3382/ps.2009-00451
http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp/2009/00000072/00000011/art00008
http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp/2009/00000072/00000011/art00008
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S146685641000010X
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0260877407005535
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0260877407005535

[134] KHAKSAR, Ramin et al. Nisin-loaded alginate-high methoxy pectin
microparticles: preparation and physicochemical characterisation.
International Journal of Food Science and Technology [online]. 2014,
ro¢. 49, ¢. 9, s. 2076-2082 [cit-2014-12-20]. ISSN 1365-2621. Dostupné
z: http://doi.wiley.com/10.1111/ijfs.12516.

[135] NATRAJAN, N. a B. W. SHELDON. Efficacy of nisin-coated polymer
films to inactivate Salmonella Typhimurium on fresh broiler skin. Journal
of Food Protection [online]. 2000, ro¢. 63, ¢. 9, s. 1189-1196 [cit. 2014-
08-
01]. ISSN 0362028 X. Dostupné z: http://www.ingentaconnect.com/conten
t/iafp/jfp/2000/00000063/00000009/art00005.

[136] SIRAGUSA, G. R, C. N. CUTTER a J. L. WILLETT. Incorporation of
bacteriocin in plastic retains activity and inhibits surface growth of
bacteria on meat. Food Microbiology [online]. 1999, ro¢. 16, ¢. 3, s. 229-
235[cit. 2014-08-25]. ISSN 1745-4530. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002098902398.

[137] CUTTER, C. N., J. L. WILLETT a G. R. SIRAGUSA. Improved
antimicrobial activity of nisin-incorporated polymer films by formulation
change and addition of food grade chelator. Letters in Applied
Microbiology [online]. 2001, ro¢. 33, ¢. 4, s. 325-328 [cit. 2014-09-31].
ISSN 1472-765X. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1046/].1472-
765X.2001.01005.x.

[138] JIN, T. a H. ZHANG. Biodegradable Polylactic Acid Polymer with Nisin
for Use in Antimicrobial Food Packaging. Journal of Food Science
[online]. 2008, ro¢. 73, ¢. 3, s. 127-134 [cit. 2014-12-20]. ISSN 1365-
2621. Dostupné zZ: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1750-
3841.2008.00681.x.

[139] LARIDI, R, E et al. Liposome encapsulated nisin Z: optimization,
stability and release during milk fermentation. International Dairy
Journal [online]. 2003, ro¢. 13, ¢. 4, s. 325-336 [cit. 2013-11-19]. ISSN
0958-6946.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S09586946020019
42.

[140] DINARVAND, Rassoul et al. Preparation of gelatin microspheres
containing lactic acid-effect of cross-linking on drug release. Acta
pharmaceutica [online]. 2005, ro¢. 55, ¢. 1, s. 57-67 [cit. 2014-9-06].
ISSN 1330-0075. Dostupné z:
http://www.pubfacts.com/detail/15907224/Preparation-of-gelatin-
microspheres-containing-lactic-acid--effect-of-cross-linking-on-drug-
release.

[141] BURSHE, M. C. et al. Pervaporative Dehydration of Organic Solvents.
Separation Science and Technology [online]. 1997, ro¢. 32, ¢. 8, s. 1335-

123


http://doi.wiley.com/10.1111/ijfs.12516
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1472-765X.2001.01005.x
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1472-765X.2001.01005.x
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1750-3841.2008.00681.x
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1750-3841.2008.00681.x
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958694602001942
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0958694602001942

1349 [cit. 2014-08-31]. ISSN 1520-5754. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/01496399708000964.

[142] BURSHE, M. C. et al. Sorption and permeation of binary water-alcohol
systems through PVA membranes crosslinked with multifunctional
crosslinking agents. Separation and Purification Technology [online].
1997, ro¢. 12, ¢. 2, s. 145-156 [cit. 2014-09-31]. ISSN 1520-5754.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S13835866970004
27.

[143] QIU, Kaiyan a Anil N. NETRAVALI. Halloysite nanotube reinforced
biodegradable nanocomposites using noncrosslinked and malonic acid
crosslinked polyvinyl alcohol. Polymer Composites [online]. 2013, roc.
34, ¢. 5, 5. 799-809 [cit. 2014-08-30]. ISSN 1548-0569. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/pc.22482.

[144] LIOU, Feng Jyh a Yng Jiin WANG. Preparation and characterization of
crosslinked and heat-treated PVA-MA films. Journal of Applied Polymer
Science. 1996 [online], ro¢. 59, ¢. 9, s. 1395-1403 [cit. 2014-09-08]. ISSN
1097-4628. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/%28SICI1%291097-
4628%2819960228%2959:9%3C1395::AID-APP7%3E3.0.CO;2-
6/abstract.

[145] ALVES, Priscila M. et al. Development of films based on blends of
gelatin and poly(vinyl alcohol) cross linked with glutaraldehyde. Food
Hydrocolloids [online]. 2011, ro¢. 25, ¢. 7, s. 1751-1757 [cit. 2014-07-
20]. ISSN 0268-005X. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X11001044.

[146] ZHU, Zhifeng, Yongsheng ZHOU a Junfeng LI. Environment-friendly
crosslinking of cornstarch by pentanedioic acid for stabilizing the
viscosity of starch paste during warp sizing. Fibers and Polymers
[online]. 2014, ro¢. 15, ¢. 4, s. 707-715 [cit. 2014-9-16]. ISSN 1875-0052.
Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s12221-014-0707-9.

[147] WU, Chien-Fu a Michael HAMADA. Experiments: planning, analysis,
and parameter design optimization. New York: John Wiley & Sons,
©2000, xxviii, 630 s. ISBN 0471255114,

[148] TriloByte Statistical Software. Interaktivni statisticky systéem pro analyzu
dat off-line QC Expert 3.3. Ceské Budgjovice: Ceska republika.
Dostupny z: http://www.trilobyte.cz/Nase-Produkty/QC-Expert.html.

[149] DEMERLIS, C. C. a D. R. SCHONEKER. Review of the oral toxicity of
polyvinyl alcohol (PVA). Food and Chemical Toxicology [online]. 2003,
ro¢. 41, ¢. 3, s. 772-772 [cit. 2014-06-21]. ISSN 0278-6915. Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691502002582.

[150] KELLY, C. M. et al. Subchronic toxicity study in rats and genotoxicity
tests with polyvinyl alcohol. Food and Chemical Toxicology [online].

124


http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/01496399708000964
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1383586697000427
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1383586697000427
http://doi.wiley.com/10.1002/pc.22482
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0268005X11001044
http://link.springer.com/10.1007/s12221-014-0707-9

2003, roc. 41, ¢. 5, s. 719-727 [cit. 2014-10-08]. ISSN 0278-6915.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S02786915030000
36.

[151] SEDLARIK, Vladimir et al. Environmentally friendly biocomposites
based on waste of the dairy industry and poly(vinyl alcohol). Journal of
Applied Polymer Science [online]. 2007, ro¢. 106, ¢. 3, s. 1869-1879 [cit.
2014-09-09]. ISSN 1097-4628. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/app.26589/epdf.

[152] CHIELLINI, Emo, Andrea CORTI, Salvatore D’ANTONE a Roberto
SOLARO. Biodegradation of poly (vinyl alcohol) based materials.
Progress in Polymer Science [online]. 2003, ro¢. 28, ¢. 6, s. 963-1014 [cit.
2015-06-20]. ISSN 0079-6700. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670002001491.

[153] GHOLAP, Shubhangi G., Jyoti P. JOG a Manohar V. BADIGER.
Synthesis and characterization of hydrophobically modified poly(vinyl
alcohol) hydrogel membrane. Polymer [online]. 2004, ro¢. 45, ¢. 17,
s. 5863-5873 [cit. 2014-08-08]. ISSN 0032-3861. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0032386104006172.

[154] ONYARI, John Mmari a Samuel J. HUANG. Synthesis and properties of
novel polyvinyl alcohol-lactic acid gels. Journal of Applied Polymer
Science [online]. 2009, ro¢. 113, ¢. 4, s. 2053-2061 [cit. 2014-08-15].
ISSN 1097-4628. Dostupné z:http://doi.wiley.com/10.1002/app.29909.

[155] FINCH, C. Chemistry and technology of water-soluble polymers. New
York: Plenum Press, ©1983, xvi, 258 p. ISBN 03-064-1251-9.

[156] MATSUMURA, Shuichi. Biopolymers. Weinheim: Wiley-VCH, ©2003,
598 s. ISBN 352730228X.

[157] XU, Xiang-Ju, Shao-Ming HUANG a Li-Hua ZHANG. Biodegradability,
antibacterial properties, and ultraviolet protection of polyvinyl alcohol-
natural polyphenol blends. Polymer Composites [online]. 2009, ro¢. 30,
¢.11, s. 1611-1617 [cit. 2014-10-09]. ISSN 1548-0569. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/pc.20734.

[158] GUASCITO, Maria Rachele et al. Development and characterization of a
novel bioactive polymer with antibacterial and lysozyme-like activity.
Biopolymers [online]. 2014, ro¢. 101, ¢. 5, s. 461-470 [cit. 2014-10-10].
ISSN 1097-0282. Dostupné z:http://doi.wiley.com/10.1002/bip.22404.

[159] SEDLARIK, Vladimir et al. Modification of poly(vinyl alcohol) with
lactose and calcium lactate: potential filler from dairy industry. Plastics,
Rubber and Composites [online]. 2006, ro¢. 35, ¢. 9, s. 355-359 [cit.
2014-02-27]. ISSN 1465-8011. Dostupné z:
http://www.maneyonline.com/doi/abs/10.1179/174328906X149682.

[160] CARLOTTI, Stéphane J., Olivia GIANI-BEAUNE a Francois SCHUE.
Characterization and mechanical properties of water-soluble poly(vinyl
alcohol) grafted with lactic acid and glycolic acid. Journal of Applied

125



Polymer Science [online]. 2001, ro¢. 80, ¢. 2, s. 142-147 [cit. 2014-07-
09]. ISSN 1097-4628. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1097-
4628(20010411)80:2%3C142::AID-APP1082%3E3.0.CO;2-4/epdf.

[161] HAN, Jung H. Innovations in food packaging. Amsterdam: Elsevier,
©2005, xii, 517 s. ISBN 978-0-12-311632-1.

[162] BONINI, M. et al. Extraction and gas chromatographic evaluation of
plasticizers content in food packaging films. Microchemical Journal
[online]. 2008, roc¢. 90, ¢. 1, s. 31-36 [cit. 2014-07-08]. ISSN 0026-
265X. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0026265X
08000337.

[163] HEDE, Peter Dybdahl, Poul BACH a Anker D. JENSEN. Fluidized-Bed
Coating with Sodium Sulfate and PVA-TiO,, 1. Review and
Agglomeration Regime Maps. Industrial ang Engineering Chemistry
Research [online]. 2009, roc. 48, ¢. 4, s. 1893-1904 [cit. 2014-06-05].
ISSN 0888-5885. Dostupné Z
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ie800940e.

[164] MARIA, Thais M. C. et al. The effect of the degree of hydrolysis of the
PVA and the plasticizer concentration on the color, opacity, and thermal
and mechanical properties of films based on PVA and gelatin blends.
Journal of Food Engineering [online]. 2008, roc¢. 87, ¢. 2, s. 191-199 [cit.
2014-03-18]. ISSN 1556-3758. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0260877407005985.

[165] SHI, Rui et al. The effect of citric acid on the structural properties and
cytotoxicity of the polyvinyl alcohol/starch films when molding at high
temperature. Carbohydrate Polymers [online]. 2008, ro¢. 74, ¢. 4, s. 763-
770  [cit. 2014-07-30]. ISSN  0144-8617.  Dostupné  z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861708002208

[166] BERNAL, Andres, Ilvo KURITKA a Petr SAHA. Preparation and
characterization of poly(vinyl alcohol)-poly(vinyl pyrrolidone) blend: A
biomaterial with latent medical applications. Journal of Applied Polymer
Science [online]. 2013, ro¢. 127, ¢. 5, s. 3560-3568 [cit. 2014-08-30].
ISSN 097-4628. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/app.37723.

[167] VIJAYAKUMAR, J., R. ARAVINDAN a T. VIRUTHAGIRI. Recent
Trends in the Production, Purification and Application of Lactic Acid.
Chemical and Biochemical Engineering Quarterly [online]. 2008, ro¢. 22,
¢. 2, S. 245-264 [cit. 2015-07-21]. ISSN 1846-5153. Dostupné z:
http://hrcak.srce.hr/index.php?show=clanak&id_clanak_jezik=39106.

[168] HOFVENDAHL, Karin a Birbel HAHN-HAGERDAL. Factors affecting
the fermentative lactic acid production from renewable resourcesl.
Enzyme and Microbial Technology [online]. 2000, ro¢. 26, ¢. 2-4, s. 87-
107 [cit. 2014-08-19]. ISSN 0141-0229. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0141022999001556.

126


http://pierre.fkit.hr/hdki/cabeq/

[169] DATTA, Rathin a Michael HENRY. Lactic acid: recent advances in
products, processes and technologies — a review. Journal of Chemical
Technology and Biotochnology [online]. 2006, ro¢. 81, ¢. 7, s. 1119-1129
[cit. 2014-08-01]. ISSN 1097-4660. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jctb.1486/epdf.

[170] HISMIOGULLARI, S. E. et al. Investigation of Antibacterial and
Cytotoxic Effects of Organic Acids Including Ascorbic Acid, Lactic Acid
and Acetic Acids on Mammalian Cells. Journal of Animal and Veterinary
Advances [online]. 2008, ro¢. 7, ¢. 6, s. 681-684 [cit. 2014-08-01]. ISSN
1680-5593. Dostupné z:
http://docsdrive.com/pdfs/medwelljournals/javaa/2008/681-684.pdf.

[171] EKLUND, Trygve. The antimicrobial effect of dissociated and
undissociated sorbic acid at different pH levels. Journal of Applied
Bacteriology [online]. 1983, ro¢. 54, ¢. 3, s. 383-389 [cit. 2014-10-20].
ISSN  0021-8847. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/].1365-
2672.1983.th02632.x.

[172] HUYGHEBAERT, Gerard, Richard DUCATELLE a Filip Van
IMMERSEEL. An update on alternatives to antimicrobial growth
promoters for broilers. The Veterinary Journal [online]. 2011, ro¢. 187,
¢.2, s. 182-188 [cit. 2014-06-05]. ISSN 1090-0233. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1090023310000869.

[173] PAULUS, Wilfried. Directory of microbicides for the protection of
materials: a handbook. Dordrecht: Springer, ©2005, xx, 787 s. ISBN
1402028172.

[174] SEDLARIK, Vladimir et al. The effect of preparation temperature on the
mechanical and antibacterial properties of poly(vinyl alcohol)/silver
nitrate films. Polymer Degradation and Stability [online]. 2010, ro¢. 95, ¢.
3, s. 399-404 [cit. 2014-09-12]. ISSN 0141-3910. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014139100900367X

[175] GALYA, Tsermaa et al. Antibacterial poly(vinyl alcohol) film containing
silver nanoparticles: Preparation and characterization. Journal of Applied
Polymer Science [online]. 2008, ro¢. 110, ¢. 5, s. 3178-3185 [cit. 2014-09-
19]. ISSN 1097-4628. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/app.28908.

[176] KANE, Sheryl R., Paul D. ASHBY a Lisa A. PRUITT. ATR-FTIR as
a thickness measurement technique for hydrated polymer-on-polymer
coatings. Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied
Biomaterials [online]. 2009, 91B, ¢. 2, s. 613-620 [cit. 2014-07-30]. ISSN
1552-4981. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/jbm.b.31436.

[177] POMMERENKE, K. Ovéfovani jakosti polymert s pouzitim termické
analyzy. Chemagazin [online]. 2009, roc¢. 19, ¢. 1, s. 8-9 [cit. 2014-09-

127


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014139100900367X
http://doi.wiley.com/10.1002/app.28908
http://doi.wiley.com/10.1002/jbm.b.31436

12]. Dostupné z: http://www.chemagazin.cz/userdata/chemagazin_2010/fi
le/chxix_1 cll.pdf.

[178] (VjvSN EN ISO 11357-1. Plasty — Diferencni snimaci kalorimetrie (DSC):
Cast 1: Zakladni principy. Praha: Ceska normalizacni institut, 2009.

[179] JARUSEK, Jaroslav. Metody zkoumdni polymerii. 1. vyd. Pardubice:
VSCHT, ©1984, 105 s. ISBN 80-851-1301-5.

[180] CSN EN ISO 527-1. Plasty: Stanoveni tahovych vlastnosti — Cast 1:
Obecne principy. Praha: Ceska normalizaéni institut, 2012.

[181] CSN EN ISO 527-3. Plasty: Stanoveni tahovych vlastnosti — Cast
3:Zkusebni podminky pro folie a desky. Praha: Ceska normalizacni
institut, 1997.

[182] CSN EN ISO 291. Plasty: Standardni prostiedi pro kondicionovini
a zkouseni. Praha: Ceska normaliza¢ni institut, 2009.

[183] ISO 22196. Plasty — Mereni antimikrobialni aktivity na povrchu plasti.
Zeneva, 2007. Dostupné z: http://file.yizimg.com/334736/2011031410314
415.pdf.

[184] HARLEY, John P. Laboratory exercises in microbiology. 6th ed. Boston,
Mass: McGraw-Hill, 2005. ISBN 9780072556803.

[185] SEDLARIK, Vladimir et al. The Effect of Hydrolysis Degree on the
Properties of Antibacterial Polymeric Films Based on Poly(vinyl alcohol)
and Zinc Sulphate for Biomedical Applications. Journal of Biomaterials
Science, Polymer Edition [online]. 2010, ro¢. 21, ¢. 11, s. 1421-1440
[cit. 2014-07-13]. ISSN 0920-5063. Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1163/092050609X125178582437
42,

[186] BACHTSI, Aristi R. a Costas KIPARISSIDES. Synthesis and release
studies of oil-containing poly(vinyl alcohol) microcapsules prepared by
coacervation. Journal of Controlled Release [online]. 1996, vol. 38, issue
1, s. 49-58 [cit. 2015-03-02]. ISSN 0168-3659. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0168365995000992.

[187] SMITH, Derek R. a Rui-Sheng WANG. Glutaraldehyde exposure and its
occupational impact in the health care environment. Environmental
Health and Preventive Medicine [online]. 2006, ro¢. 11, ¢. 1, s. 3-10 [cit.
2013-12-5]. ISSN 1347-4715. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/BF02898201

[188] BEAUCHAMP, Robert O. et al. A Critical Review of the Toxicology of
Glutaraldehyde. Critical Reviews in Toxicology [online]. 1992, ro¢. 22,
¢.3-4, s. 143-174 [cit. 2013-12-5]. ISSN 1547-6898. Dostupné z:
http://www.informapharmascience.com/doi/abs/10.3109/10408449209145
322.

[189] MITRA, T., G. SAILAKSHMI a A GNANAMANI. Could glutaric acid
(GA) replace glutaraldehyde in the preparation of biocompatible

128


http://link.springer.com/10.1007/BF02898201
http://www.informapharmascience.com/doi/abs/10.3109/10408449209145322
http://www.informapharmascience.com/doi/abs/10.3109/10408449209145322

biopolymers with high mechanical and thermal properties? Journal of
Chemical Sciences [online]. 2014, ro¢. 126, ¢. 1, s. 127-140 [cit. 2014-4-
1]. ISSN 0973-7103. Dostupné z:
http://link.springer.com/article/10.1007/s12039-013-0543-2.

[190] MI, Fwu-Long et al. Synthesis and characterization of biodegradable
TPP/genipin co-crosslinked chitosan gel beads. Polymer [online]. 2003,
vol. 44, issue 21, s. 6521-6530 [cit. 2015-03-10]. ISSN 0032-3861.
Dostupne¢ z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0032386103006207.

[191] KANUNGO, Ivy, N. Nishad FATHIMA, J. Raghava RAO a Balachandran
Unni  NAIR. Hydration dynamics of collagen/PVA composites:
Thermoporometric and impedance analysis. Materials Chemistry and
Physics [online]. 2013, vol. 140, issue 1, s. 357-364 [cit. 2015-03-10].
ISSN 0254-0584. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0254058413002733.

[192] BOLTO, Brian et al. Crosslinked poly (vinyl alcohol) membranes.
Progress in Polymer Science [online]. 2009, ro¢. 34, ¢. 9, s. 969-981
[cit. 2014-9-5]. ISSN 0079-6700. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670009000549.

[193] JIKIHARA, Atsushi et al. Electrodialytic Transport Properties of Anion-
Exchange Membranes Prepared from Poly(vinyl alcohol) and Poly(vinyl
alcohol-co-methacryloyl aminopropyl trimethyl ammonium
chloride). Membranes [online]. 2013, vol. 3, issue 1, s. 1-15 [cit. 2015-03-
04]. ISSN 2077-0375. Dostupné z: http://www.mdpi.com/2077-
0375/3/1/1/ntm.

[194] KAKIUCHI, Hiroshi. SEIKO INSTRUMENTS INC. Electrochromic
display device [patent]. EP0083988 B1. Udé¢leno 11. listopad 1987.
Zapsano  10. leden 1983 [cit.  2015-03-04].  Dostupné z:
http://www.google.co.ug/patents/EP0083988B1?cl=en.

[195] JORDANOV, N. a R. ZELLNER. Investigations of the hygroscopic
properties of ammonium sulfate and mixed ammonium sulfate and
glutaric acid micro droplets by means of optical levitation and Raman
spectroscopy. Physical Chemistry Chemical Physics [online]. 2006, ro¢. 8,
C. 23, s. 2759-2764 [cit. 2014-12-21]. ISSN 1463-9076. Dostupné z:
http://pubs.rsc.org.proxy.k.utb.cz/en/content/articlepdf/2006/cp/b604439e.

[196] REIMER, Ludwig. Image formation in low-voltage scanning electron
microscopy. Bellingham, Wash.: SPIE Optical Engineering Press, ©1993,
xii, 143 p. ISBN 0-8194-1206-6.

[197] MEYERS, Robert A. Encyclopedia of analytical chemistry: applications,
theory, and instrumentation. New York: Wiley, ©2000, 13970 s. ISBN
04-719-7670-9.

129


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0079670009000549

[198] STAMM, Manfred. Polymer surfaces and interfaces: characterization,
modification and applications. Berlin: Springer, ©2007, xvi, 324 p. ISBN
3540738649.

[199] ABD ALLA, Safaa G., Reham H. HELAL a Abdel Wahab M. EL-
NAGGAR. Characterization of poly(vinyl alcohol)/acrylamide/
alkylammonium montmorillonite clay nanocomposites prepared by
electron beam irradiation. Advanced Composite Materials [online]. 2014,
ro¢. 24, ¢. 1, s. 41-56 [cit. 2015-02-10]. ISSN 1568-5519 . Dostupné z:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/09243046.2013.871178.

[200] LI, Ting, Yuan REN a Chaohai WEI. Study on preparation and properties
of PVA-SA-PHB-AC composite carrier for  microorganism
immobilization. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2014,
ro¢. 131, ¢. 3, s. 1-10 [cit. 2015-01-13]. ISSN 1097-4628. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/app.39837.

[201] SAKURADA, Ichiro, Yasuyoshi SAKAGUCHI a Shuji YOSHIDA.
Effects of Sodium Chloride on Acetalization of Polyvinyl Alcohol
in Water. Kobunshi Kagaku [online]. 1964, roc¢. 21, ¢. 234, s. 620-624 [cit.
2015-01-11]. ISSN 1884-8079. Dostupné z:
http://joi.jlc.jst.go.jp/IST.Journalarchive/koron1944/21.620?from=CrossR
ef.

[202] LI, Yangbo et al. The interaction between poly(vinyl alcohol) and low-
molar-mass poly(ethylene oxide). Journal of Applied Polymer Science
[online]. 2012, ro¢. 126, ¢. 1, s. 162-168 [cit. 2015-03-13]. ISSN 1097-
4628. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/app.35308

[203] PATEL, S. K. et al. Role of polyvinyl alcohol in the conductivity
behaviour of polyethylene glycol-based composite gel electrolytes.
Pramana [online]. 2007, ro¢. 69, ¢. 3, s. 467-475 [cit. 2015-03-13]. ISSN
0973-7111. Dostupné z:
http://www.ias.ac.in/pramana/v69/p467/fulltext.pdf.

[204] SELVAKUMAR, M., D. Krishna BHAT a N. G. RENGANATHAN.
Miscibility of polymethylmethacrylate and polyethyleneglycol blends in
tetrahydrofuran. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2009,
ro¢. 111, ¢. 1, s. 452-460 [cit. 2015-02-14]. ISSN 1097-4628 . Dostupné
z: http://doi.wiley.com/10.1002/app.29113.

[205] HALLQUIST, Mattias et al. Hydrolysis of N20O5 on sub-micron sulfate
aerosols. Physical Chemistry Chemical Physics [online]. 2003, ro¢. 5, ¢.
16, s. 3453-3463 [cit. 2015-03-10]. ISSN 463-9076. Dostupné z:
http://xlink.rsc.org/?DOI1=b301827j.

[206] MEI, Lin et al. Novel docetaxel-loaded nanoparticles based on PCL-
Tween 80 copolymer for cancer treatment. International Journal of
Nanomedicine [online]. 2011 [cit. 2015-02-28]. ISSN 1178-2013.
Dostupné z:

130


http://doi.wiley.com/10.1002/app.29113
http://xlink.rsc.org/?DOI=b301827j

http://openi.nIm.nih.gov/detailedresult.php?img=3218581_ijn-6-
2679f3&req=4.

[207] RAMIREZ-SANTOS, Alvaro A., Préospero ACEVEDO-PENA a Elcy M.
CORDOBA. Photo-assisted electrochemical copper removal from cyanide
solutions using porous TiO2 thin film photo-anodes. Materials Research
[online]. 2014, ro¢. 17, €. 1, s. 69-77 [cit. 2015-03-03]. ISSN 0884-2914.
Dostupné z: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext.

[208] HASSAN, Christie M. a Nikolaos A. PEPPAS. Structure and Applications
of Poly(vinyl alcohol) Hydrogels Produced by Conventional Crosslinking
or by Freezing/Thawing Methods. Biopolymers - PVA Hydrogels, Anionic
Polymerisation Nanocomposites [online]. Berlin, Heidelberg: Springer
Berlin Heidelberg, 2000, s. 37 [cit. 2015-03-10]. ISSN 0065-3195.
Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/3-540-46414-X_2.

[209] ALISHAHI, Alireza. Antibacterial Effect of Chitosan Nanoparticle
Loaded with Nisin for the Prolonged Effect. Journal of Food Safety
[online]. 2014, ro¢. 34, ¢. 2, s. 111-118 [cit. 2015-03-02]. ISSN 1745-
4565. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/jfs.12103.

[210] YEOM, C. K. et al. Microencapsulation of water-soluble herbicide by
interfacial reaction. I. Characterization of microencapsulation. Journal of
Applied Polymer Science [online]. 2000, ro¢. 78, ¢. 9, s. 1645-1655
[cit. 2015-02-27]. ISSN 1097-4628. Dostupné z:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1097-
4628(20001128)78:9%3C1645::AID-APP100%3E3.0.CO;2-2/epdf.

[211] ANDERSON, James M. a Matthew S. SHIVE. Biodegradation and
biocompatibility of PLA and PLGA microspheres. Advanced Drug
Delivery Reviews [online]. 1997, ro¢. 28, ¢. 1, s. 5-24 [cit. 2015-01-27].
DOI: 10.1016/S0169-409X(97)00048-3. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169409X97000483.

131



SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1: Struktura nisinu A (Dha — dehydroalanin; Dhb — dehydrobutyrin;

S —thioéteroVy MUSIEK) ........ccccoueiiiiiiii e 16
Obr. 2: @) L-, b) D-stereoisomer kyseliny mlécne ..............ccccccooevcivoininicnnnns, 18
Obr. 3: Schematické znazorneni prumyslové vyroby kyseliny mlécne ............... 19
Obr. 4: Rozdéleni syntetickych polymertt ..........cccccccoeevvviciiiiiis i, 21
Obr.5: Chemicka struktura a) castecne hydrolyzovaného, b) plné

hydrolyzovaného polyvinylalkoholu ................c.ccoeevviiiiiiiniiiiiiiieiie e, 24
Obr. 6: Zavislost viastnosti polyvinylalkoholu na stupni hydrolyzy a molekulové

NMOTNOSTI ... 25

Obr. 7:  Imobilizace BAL na  polymerni  povrch  prostiednictvim
a) elektrostatickych interakci, b) interakci mezi ligandem a receptorem,
C) kOVALEINICH VAZED ..........cceveceeiieie ettt 30
Obr. 8: Schéma a) nemigracniho bioaktivniho systemu; b) migracniho
bioaktivniho systéemu s netékavou BAL; c) migracniho bioaktivniho systému

SEEKAVOU BAL.......ccoeviieiieiie e 30
Obr. 9: Logyg redukce naristu mikroorganismii nebo skupiny mikroorganismii
vystavenych v nepotravinovych a potravinovych vzorcich ........................ 36
Obr. 10: Kirby-Bauerova diskova metoda; a) vzorek bez zony inhibice, b) vzorek
S€ ZONOU TNAIDICE ...t 48
Obr. 11: Sériové redeni vzorku a primé stanoveni poctu kolonie tvoricich
[=0 ] 101 (=] USSP 48

Obr. 12: Obsah vody v PVOH/LA filmech v zadvislosti na HD a obsahu LA;
PVOH 80(tmavé sedy), PVOH 8-88 (bily), PVOH 6-98 (svétle sedy)........ 50
Obr. 13: Zavislost bobtnani filmit a) PVOH6-98, b) PVOH6-98/LA5, ¢) PVOHG6-
98/LA10, d) PVOH6-98/LA15, ) PVOHG6-98/LA20, f) PVOH6-98/LA25,
Q) PVOHGB-98/LA30 RA CASE ....oevveceieeie e sie et aaa s 51
Obr. 14: Zavislost rozpusnosti filmu a) PVOH6-98, b) PVOHG6-98/LAS, c)
PVOH6-98/LA10, d) PVOH6-98/LA15, e) PVOH6-98/LA20, f) PVOHG6-

98/LA25, g) PVOHGB-98/LAS30 70 CASE ...ccvvvecveeieecee e 52
Obr. 15: FTIR-ATR spektra cistych komponent a) PVOH 80, b) PVOH 8-88,
C) PVOH 6-98, d) LA ...ttt 53
Obr. 16: FTIR-ATR spektra filmii a) PVOH 80, b) PVOH 8-88, ¢) PVOH 6-98 a
3000 ML LA .o re s 54
Obr. 17: DSC charakterizace [T, (A) a T, (B)] jako funkce obsahu LA
v a) PVOH 80, b) PVOH 8-88, ¢) PVOH 6-98..........ccccovcvveireeneee i 56

Obr. 18: Youngiiv modul pruznosti (A) a pevnost v tahu pri pretrzeni (B) jako
funkce obsahu LA v a) PVOH 80, b) PVOH 8-88, ¢) PVOH 6-98 a 30% hm.
A ettt e e te e ae e e e nrreanre e 57
Obr. 19: Relativni redukce mechanickych vlastnosti [Youngova modulu (A) a
pevnosti v tahu pri pretrzeni (B)] a) PVOH 80, b) PVOH §-88, ¢) PVOH 6-
98 filmii v zavislosti na obSAhU LA ............cccccooceiiviiiiiiiiiiiiiiis e, 58



Obr. 20: Vysledky difuzniho testu PVOH/LA filmii proti Staphylococcus aureus
(A) a Escherichia coli (B), PVOH 80 (tmavé Sedy), PVOH 8-88 (bily),
PVOH 6-98 (SVEte SEAY).....uuioviiiiiiiiiiiii it 60

Obr. 21: Zavislost EAA proti Staphylococcus aureus (plné symboly) a
Escherichia coli (prazdné symboly) na obsahu LA v PVOH 80 (A),
PVOH8-88 (B) a PVOH 6-98 (C) filmech (carkovanad kiivka zndzornuje

regresni kirivku dle vzorce 11) ......cccooovviieeiee e 62
Obr. 22: Schematické znazornéni sitovani PVOH matrice glutarovou kyselinou
..................................................................................................................... 64
Obr. 23: Struktura kyseliny glutaroveé (GA) ........ccccuvevevieiieiicniieiiieesieesee e 65
Obr. 24: Kontaktni uhel 0 prisedlé kapky na a) hydrofobnim, b) hydrofilnim,
C) plné smaceném povrchu [L10]...cccviiiiiiviiiii e 68

Obr. 25: Vliv zesiteni na stupen bobtnani a) PVOH, b) PVOH/10%GA,
c) PVOH/25%GA, d) PVOH/40%GA, e) PVOH/60%GA, f)
PVOH/100%GA folii v zavislosti na teploté prostredi - pri 25 °C (A), 50 °C
(=) A 3 (O TSRS POSTR 72

Obr. 26: Viiv nisinového modifikatoru na stupern bobtnani folii a) PVOH,
b) PVOH /NIS-PEG, c¢) PVOH /NIS-(NH,),SO,4, d) PVOH /NIS-tween,
e) PVOH /NIS-NaCl. V grafu jsou wuvedeny pomocné kiivky pro
prehlednéjsi znazornéni trendu jednotlivych zavislosti. ............cc.cccceueennen. 73

Obr. 27: VIiv synergie procentudlniho zesiteni glutarovou kyselinou a rizného

typu stabilizatoru nisinu na rozpustnost polymerni matrice pri 25 °C;
a) PVOH_GA, b)PVOH_GA NIS-PEG, c¢) PVOH_GA_NIS-(NH4),SOy,

d) PVOH_GA_NIS-tween, €) PVOH_GA_NIS-NaCl ........ccccocevvvvivninennn, 75
Obr. 28: SEM analyza PVOH filmit s NIS-PEG (vlevo 0% GA, vpravo 60% GA)
..................................................................................................................... 76
Obr. 29: SEM analyza PVOH filmii s NIS-(NH,),SO4 (vlevo 0% GA, vpravo
BOYD GA) .ottt ettt et e ne e re e 77
Obr. 30: SEM analyza PVOH filmii s NIS-tween (vlevo 0% GA, vpravo 60%
G A e r et e et ettt st e 77
Obr. 31: SEM analyza PVOH filmii s NIS-NaCl (vlevo 0% GA, vpravo 60% GA)
..................................................................................................................... 78

Obr. 32: FTIR-ATR spektra Ccistych komponent pouzitych pri vyrobé
antimikrobidalnich PVOH filmi. a) PVOH, b) PEG (M, 2050), c)

(NH4)2SOy4, d) TWeen 80, 8) GA ... 80
Obr. 33: FTIR-ATR spektra a)PVA/0%GA/NIS-PEG, b) PVA/5%GA/NIS-PEG,
c) PVA/20%GA/NIS-PEG, d) PVA/60%GA/NIS-PEG. .........ccoeeieen, 81

Obr. 34: FTIR-ATR spektra a) PVOH/0%GA/NIS-(NH,),SO4, b)
PVOH/5%GA/NIS-(NH,;),SOy4, C) PVOH/20%GA/NIS-(NH,4),SOy,

d) PVOH/60%GA/NIS-(NH4)2SO4 c.vevveieiieeie et 82
Obr. 35: FTIR-ATR spektra a) PVOH/0%GA/NIS-tween, b) PVOH/5%GA/NIS-
tween, c) PVOH/20%GA/NIS-tween, d) PVOH/60%GA/NIS-tween.......... 83

133



Obr. 36: FTIR-ATR spektra a) PVOH/0%GA/NIS-NaCl, b) PVOH/5%GA/NIS-
NaCl, ¢c) PVOH/20%GA/NIS-NaCl, d) PVOH/60%GA/NIS-NaCl............. 84
Obr. 37: Termogravimetrické kiivky (A) a jejich derivace (B) a) PVOH,
b) PVOH/20% GA, c) PVOH/40% GA, d) PVOH/60% GA, e) PVOH/100%
GA, F) CISTA GA ..o 86
Obr. 38: Porovnani piisobeni riizné zesitenych PVOH folii bez obsahu a
S obsahem nisinového modifikatoru formy 4 proti E. coli (carkované
sloupce) a S. aureus (Sedeé SIOUPCE) .............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 90
Obr. 39: Velikost zon inhibice PVOH filmi v zavislosti na typu nisinového
modifikatoru a stupné zesiteni proti E. coli (carkované sloupce), S. aureus
(Sedé sloupce) a L. monocytogenes (bilé sloupce)............ccccoeoevvivinnnnnnnn. 91
Obr. 40: Viiv starnuti antimikrobidlnich folii v zavislosti na zvySujicim se stupni
zesiteni proti S. aureus (A) a E. coli (B); stanoveno 1. tyden po vyrobé
(Sede sloupce) a po 3 tydnech (bilé SIOUPCE) ......ccuevveiieiieeiieiieesie e, 91
Obr. 41: Kumulativni ndrist uvolnéného nisinu;, a) PVOH, b) PVOH/5% GA,
c) PVOH/10% GA, d) PVOH/20% GA, e) PVOH/40% GA, f) PVOH/60%
GA, g) PVOH/L00% GA .....oeeieieieee sttt 94
Obr. 42: Priblizeni uvolnéni nisinu v prnich péti hodindch;, a) PVOH,
b) PVOH/5% GA, ¢) PVOH/10% GA, d) PVOH/20% GA, e) PVOH/40%

GA, f) PVOH/60% GA, g) PVOH/100% GA .....ccoiiiiieiinieie e 94
Obr. 43: Schematické znazorneni Vyroby SfEr .........cccccuuvviiiiiieiiiiin i snene s 97
Obr. 44: Histogram sféer PLA/PVOH/0% GA/l1,5 mg NIS-NaCl (A),

PLA/PVOH/60% GA/1,5 mg NIS-NaCI (B) ....ccccoovvvverieiieiieiie e 100
Obr. 45: Histogram sféer PLA/PVOH/0% GA/3,0 mg NIS-NaCl (A),

PLA/PVOH/60% GA/3,0 mg NIS-NaCl (B .....cccccovviveiieiieciecie e 100
Obr. 46: Histogram sféer PLA/PVOH/0% GA/5,0 mg NIS-NaCl (A),

PLA/PVOH/60% GA/5,0 mg NIS-NaCI (B) ....ccccocvvrverieiiriieiieeeesieeneens 101

Obr. 47: Obrazek z optického mikroskopu - sféry PLA/PVOH/0% GA/l,5 mg
NIS-NaCl (vlevo), PLA/PVOH/60% GA/1,5 mg NIS-NaCl (vpravo)....... 101
Obr. 48: Obrazek z optického mikroskopu - sféry PLA/PVOH/0% GA/3,0 mg
NIS-NaCl (vlevo), PLA/PVOH/60% GA/3,0 mg NIS-NaCl (vpravo)....... 102
Obr. 49: Obrazek z optického mikroskopu - sféry PLA/PVOH/0% GA/5,0 mg
NIS-NaCl (vlevo), PLA/PVOH/60% GA/5,0 mg NIS-NaCl (vpravo)....... 102
Obr. 50: Histogram sfer PLA/PVOH bez pridavku GA a nisinu...................... 103
Obr. 51: Obrazek z optickeho mikroskopu — sféry PLA/PVOH bez pridavku GA
BUNISINU .t ettt bbbttt r e neene s 103
Obr. 52: SEM obrazek PLA/PVOH/0% GA/1,5 mg NIS-NaCl (vlevo) a
PLA/PVOH/60% GA/1,5 mg NIS-NaCl (VPravo) .......ccccoccevverenvninnennnn, 104

134



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Vycet zakladnich skupin BAL z rostlinné produkce........................ 11
Tabulka 2: Typické chemické slozeni sladké a kyselé syrovatky (uvedeno v g/l
SYTOVALKY ) 1ttt ettt n e 12
Tabulka 3: Procentudlni zastoupeni latek v Syrovatce.......ccccovvvriiiiiiiiininiinnnnn, 12
Tabulka 4: Primérné slozeni biologicky aktivnich latek syrovatky................... 14
Tabulka 5: Priklady polymert pouzivanych v potravinaiském primyslu.......... 27
Tabulka 6: Pfehled studii zabyvajicich se inkorporaci nisinu a kyseliny mlé¢né
dO POIYMEINT MALIICE ..vveiiiiiiieiiiii et srree s 37
Tabulka 7: Stru¢ny ptehled zkoumanych sitovacich ¢inidel.............................. 38
Tabulka 8: Specifikace vybranych typll PVOH martic .........cccoooeeviieiiieniennnne. 44
Tabulka 9: Konstanty vzorce (11) popisujici antimikrobidlni aktivitu PVOH/LA
03010 SRR 61
Tabulka 10: Charakterizace 4 typu nisinovych modifikatortQ...............cccceveenne. 65
Tabulka 11: Obsah GA v jednotlivych vzorcich polymernich folii ................... 66
Tabulka 12: Gradient chromatografick€ metody .........cccocovviiiiiiinicnicneee 71
Tabulka 13: Stupen bobtnani f6lii ve vybranych ¢asech méfeni (x + SD)......... 74
Tabulka 14: Hodnoty oblasti teplot odpovidajici ztraté¢ hmotnosti vzorku ........ 85
Tabulka 15: Vliv typu nisinového modifikatoru na termogravimetrii PVOH
matrice ZesSItoVane NA 00 Y0 ......coovveiiiiiiiiieiie e 85
Tabulka 16: Hodnoty skelného pfechodu (Tg) a teploty tani (Tr).....cooevvviinnnen 87
Tabulka 17: Vysledky méteni mechanickych PVOH filmi v zavislosti na stupni
ZESTEEMT .. .eii et e e b e e areee s 88
Tabulka 18: Vliv stupné zesiténi filmti na velikost kontaktniho thlu smaceni.. 89
Tabulka 19: Vysledky titraéniho stanoveni volné GA ve vzorcich................... 89
Tabulka 20: Vliv starnuti razné zesiténych filml obsahujicich nisinovy
modifikator formy 4 na jejich antimikrobidlni plisobeni...........ccccevivviiiiirennnnn, 92
Tabulka 21: Antimikrobidlni plisobeni rizné zesiténych PVOH filmi s riznymi
typy nisinovych modifiKAtOrT.......ccovvviiiiiiiiiii e 93
Tabulka 22: Pichled navazek jednotlivych komponent mikrosfér (NIS-NaCl je
PIEPOCLEN NA CISTY NISIN) Lenvvieiirieiiie ettt ettt sttt e e e e eeeenees 98
Tabulka 23: Ptehled pramérnych velikosti mikrosfér (x = SD)......ccccocverieennee. 99
Tabulka 24: Hodnoty enkapsulacni efektivity nisinu EE [%] (x £ SD)........... 105

135



SEZNAM ZKRATEK

o-La
B-Lg
BAL
CCM
CFU
DS
DSC
E
EAA
EDTA
EVAC
FAO
FDA
FFDCA

FTIR-ATR

GA
GMP
GRAS
HD
HPLC
HPMC
LA
LDPE
LD50
MZe
NIS
NMR
PA
PE
PEG
PLA
PP
PVOH
PTFE
PVC
S
SEM
TFAA
TGA
TG FTIR

a-laktalbumin

B-laktoglobulin

Biologicky aktivni latka

Ceska kolekce mikroorganismi

Kolonie tvofici jednotka

Stupeni bobtnani

Diferen¢ni snimaci kalorimetrie
Youngtiv modul pruznosti

Efektivita antibakterialni aktivity
Etylendiamintetraoctova kyselina
Etylenvinylacetat

Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (USA)
Federalni zakon o jidle, 1écich a kosmetice
Infracervend  spektroskopie s  Fourierovou
se zeslabenou uplnou reflektanci
Glutarova kyselina

Glykomakropeptid

Vseobecné povaZovany za bezpecny
Stupent hydrolyzy

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
Hydroxypropylmetylcelul6za

Kyselina mlé¢na

Nizkohustotni polyetylen

transformaci

Smrtelnd davka (uhyne 50 % testovanych jedinct za 24 hodin)

Ministerstvo zemédélstvi CR

Nisin

Nuklearni magnetickd rezonance
Polyamid

Polyetylen

Polyetylenglykol

Polylaktid

Polypropylen

Polyvinylalkohol
Polytetrafluoretylen
Polyvinylchlorid

Rozpustnost

Skenovaci elektronova mikroskopie
Trifluorooctova kyselina
Termogravimetrickd analyza
Termogravimetrie s FTIR analyzou

136



TK
USA
USDA
uv
WHO
WPC
WPI

Titracni kyselost

Spojené staty americké

Americké ministerstvo zemédélstvi
Ultrafialové zareni

Svétova zdravotnickd organizace
Syrovatkovy proteinovy koncentrat
Syrovatkovy proteinovy izolat

137



CURRICULUM VITAE

OSOBNI{ UDAJE
Jméno a piijmeni: Martina Hrabalikova
Datum narozeni: 15. 04. 1987
Misto narozeni: Uherské Hradisté, Ceska republika
Bydlisté Délnicka 1053, 688 01 Uhersky Brod
Ceska republika
E-mail: hrabalikova@ft.utb.cz
Narodnost: Ceska
VZDELANI
2011-2015 Doktorské studium,
Univerzita TomaSe Bati ve Zling
Studijni program: Chemie a technologie potravin
2009-2011 Magisterské studium, Ing.
Univerzita TomaSe Bati ve Zling
Studijni program: Technologie, hygiena a ekonomika
vyroby potravin
2006-2009 Bakalarskeé studium, Bc.
Univerzita TomasSe Bati ve Zling
Studijni program: Chemie a technologie potravin
JAZYKOVE ZNALOSTI
Anglicky jazyk Aktivni znalost
Némecky jazyk Pasivni znalost

138



ZAHRANICNI STUDIUM

2012, 2014 (4 mésice)

ODBORNE KURZY

2011

2013, 2014

2014

2015

Slovinsko, Univerzita v Lublani, Biotechnologicka
fakulta

Absolvovani  seminafe  ,,Systétmy  managementu
bezpeCnosti potravin se zaméfenim na pozadavky
referen¢nich norem: HACCP (Véstnik MZe ¢. 2/2010),
CSN EN ISO 22000:2006, IFS, BRC*

Absolvovani seminéfev »Systémy managementu se
zaméfenim na normy: CSN EN ISO 9001:2009, CSN
EN ISO 22000:2006, CSN OHSAS 18001:2008*

Absolvovéani odborného semindfe instrumentace firmy
Shimadzu, Praha

Absolvovani kurzu hmotnostni spektrometrie, Pragolab,
Praha

Absolvovani  kurzu  kapalinové  chromatografie,
Pragolab, Praha

SPOLUPRACE NA PROJEKTECH

Projekty externich poskytovatelii

2013-2015

2013-2015

20142015

Projekt Ministerstva zemédélstvi CR QJ1310254 —
,»Vyzkum vyuziti syrovatky, jako odpadni latky
mlékarenského primyslu, k produkci antimikrobialnich
slouenin pro modifikace hydrofilnich polymernich
systémi s vyuzitim v kosmetickych a medicindlnich
aplikacich® (ve spolupréci s firmami Vyzkumny ustav
mlékarensky s.r.o. a MVDr. Jiti Pantti¢ek — TOPVET)

Projekt Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy
CR LEI12002 — ,Centrum pro podporu mezinarodni
spoluprace v oblasti vyzkumu a vyvoje v technickych
oborech*

Centrum polymernich systémul —
CZ.1.05/2.1.00/03.0111

139



20142015

Projekt Centra kompetence TE02000006 — ,,Centrum
alternativnich ekologicky Setrnych vysoce uc¢innych
antimikrobidlnich prostfedkii pro pramyslové aplikace*
v konsorciu UTB a 7 partneri (SYNPO akciova
spolec¢nost, Centrum organické chemie s.r.o., Fatra a.s.,
Statni zdravotni ustav, Univerzita Palackého v
Olomouci — Piirodovédecka fakulta, INOTEX spol. s
r.o., Biomedica spol. s r. 0.)

Interni grantova agentura UTB

2012

2013

2014

Grant UTB IGA/2012/028

Analyza zmén obsahu biologicky a senzoricky aktivnich
latek v pribchu vyroby révového vina

Grant UTB IGA/2013/004

Ptiprava a charakterizace novych biologicky aktivnich
polymernich systémi na bazi ptirodnich latek

Grant UTB IGA/2013/021

Optimalizace metodiky na stanoveni senzoricky
aktivnich latek v ovocnych destilatech

Grant UTB IGA/2014/012

Vyzkum biologicky rozlozitelnych a antimikrobialnich
polymernich systému

140



SEZNAM PUBLIKACI

Prispévky v mezinarodnich ¢asopisech s impakt faktorem (Jimp)

HRABALIKOVA M. (40 %), MERCHAN, M., GANBOLD, S,
VALASEK, P., SEDLARIK, V. SAHA, P. Flexible Polyvinyl alcohol/2-
hydroxypropanoic Acid Films: Effect of Residual Acetyl Moieties on
Mechanical, Thermal and Antibacterial Properties. Journal of Polymer
Engineering. ISSN 2191-0340. Dostupné z:
http://www.degruyter.com/view/j/polyeng.ahead-of-print/polyeng-2014-
0125/polyeng-2014-0125.xml.

URBANKOVA M., HRABALIKOVA, M. (20 %), MISKOLCZI, N.,
SEDLARIK, V. Antibacterial polymer composites based on low-density
polyethylene and essential oils immobilized on various carriers. Odeslano
K recenznimu fizeni do ¢asopisu Journal of Applied Polymer Science, 2015.

Piispévky v recenzovanych ¢asopisech (J )

HRABALIKOVA, M. (50 %), VALASEK, P., URBANKOVA, M.,
SEDLARIK, V. Antibacterial modificatigns of plastics with natural bioactive
compounds, Plasty a kaucuk, 2012, Zlin, Ceska republika, ISSN 0322-7340.

Piispévky ve sbornicich z konferenci (D, O)

HRABALIKOVA M. (100 %) Stanoveni senzoricky vyznamnych latek
destilatd plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Chemické listy
(abstrakt), 2014, Ceska republika, ISSN 0009-2770.

HRABALIKOVA, M. (50 %), VALASEK, P., SEDLARIK, V. P¥iprava a
charakterizace kapsli na bézi polyvinylalkoholu sitovaného karboxylovymi
skupinami kyseliny mlééné. Plastko, Zlin, 2014, Ceska republika. ISBN 978-80-
7454-675-7.

HRABALIKOVA, M. (50 %), SEDLARIK, V. Sitovani polyvinylalkoholu
kyselinou maleinovou. Plastko, Zlin, 2014, Ceska republika. ISBN 978-80-
7454-335-7.

HRABALIKOVA, M. (50 %), VESELA, D., SEDLARIK, V. Vliv
fermentacnich  produkti syrovatky na stabilitu hydrogelu na bazi
karboxymetylceluldzy. Plastko, Zlin, 2014, Ceska republika. ISBN 978-80-
7454-335-7.

141


http://www.degruyter.com/view/j/polyeng.ahead-of-print/polyeng-2014-0125/polyeng-2014-0125.xml
http://www.degruyter.com/view/j/polyeng.ahead-of-print/polyeng-2014-0125/polyeng-2014-0125.xml

KOLAROVA RASKOVA Z., HOLCAPKOVA P. VESELA D,
HRABALIKOVA M. (10 %), SEDLARIK V. Stabilitni studie hydrogeld
s obsahem syrovatkovych bilkovin. Plastko, Zlin, 2014, Ceska republika. ISBN
978-80-7454-335-7.

URBANKOVA M., HRABALIKOVA M. (10 %), POLJANSEK I,
SEDLARIK V. Imobilizace biologicky aktivnich latek esencialnich olejii na
inertnich nosicich pro antimikrobidlni modifikaci polymeri. Plastko, Zlin, 2014,

Ceska republika. ISBN 978-80-7454-335-7.

HRABALIKOVA, M. (20 %), VESELA, D., KOLAROVA RASKOVA, Z.,
SAHA, T., VALASEK, P., DRBOHLAV, J., SEDLARIK, V. Vyuziti
fermentacnich produktii syrovatky jako modifikatoru hydrofilnich polymernich

matric pro kosmeticke aplikace. Mezinarodni kosmetologicka konference, 2013,
Luhacovice, Ceska republika, ISSN 978-80-904679-7-2.

KOLAROVA RASKOVA, Z., VESELA, D., HRABALIKOVA, M. (10 %),
SEDLARIK, V., SALAKOVA, A., SAHA, T. Stabilitni studie hydrogela
S obsahem syrovatkovych proteintt vyuzitelnych v dermatologické praxi.

Mezinarodni kosmetologickd konference, 2013, Luhacovice, Ceska republika,
ISSN 978-80-904679-7-2.

HRABALIKOVA, M. (50 %), VALASEK, P., URBANKOVA, M.
SEDLARIK, V. Antimicrobial modifications of polyethylene with terpenoids,
Studentska védecka konference Fakulty technologické, 2012, Zlin, Ceska
republika.

Funk¢ni vzorky (G)

SEDLARIK, V., HRABALIKOVA, M. (50 %) Polymerni hydrogelova
kompozice pro ochranu vemen s Kkyselinou mlécnou VEMLACT, funkcni
vzorek €. 12/2014 (Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢), 2014.

SEDLARIK, V., HRABALIKOVA, M. (50 %) Polymerni hydrogelova
kompozice pro ochranu vemen s nisinem VEMNIS, funkéni vzorek €. 11/2014
(Univerzita TomaSe Bati ve Zlin¢), 2014.

Uzitny vzor (F)
SEDLARIK, V., HRABALIKOVA, M. (30 %), VALASEK, P., SAHA, P.
Kompozice ochranného prostfedku s antimikrobialnimi a bariérovymi

vlastnostmi, uzitny vzor ¢ 27109 (Ufad pramyslového vlastnictvi CR), datum
piijeti: 23 Cervna 2014.

142



