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ABSTRAKT 

Diplomová práce se zaměřuje na zkoumání antimikrobiální aktivity polymerních směsí. 

V teoretické části jsou blíņe specifikovány základní nosné systémy zahrnující emulze, 

emulgely, lipozomy, micely, či polymerní částice. V této práci byly připraveny 

biopolymerní směsi zein/chitosan s přídavkem antimikrobiálních látek (thymol, esenciální 

oleje - tymián, skořice a oregano), které byly charakterizovány (zeta potenciál, pH, 

průměrná velikost částic), vizuálně zkoumány, byly sledovány jejich antimikrobiální 

účinky a také dynamika uvolňování aktivní látky. Roztoky ve vyńńích koncentracích 

u thymolu, tymiánu a oregana působili na  gramnegativní bakterie. Naopak roztoky 

s vyńńím obsahem skořice vytvářeli větńí inhibiční zóny u grampozitivní bakterie a působili 

na rozdíl od předchozích i na plíseň. Vńechny vzorky obsahující 2% thymol vykazovaly 

inhibiční účinky. V dalńí části práce byly vytvořeny filmy, jako nejpovedenějńí se jevily 

s minimálním obsahem zeinu 2 %. Z výsledků bylo patrné, ņe filmy měly mnohem větńí 

antimikrobiální aktivitu a to předevńím u plísně Aspergillus niger, na kterou roztoky vůbec 

neúčinkovali. Nakonec byla provedena studie zaměřená na uvolňování aktivních látek 

v čase. Větńina vzorků po 24 hodinách jiņ nevykazovala ņádné inhibiční účinky. 

Klíčová slova: film, zein, chitosan, thymol, skořice, tymián, oregano 

 

ABSTRACT 

The diploma thesis focuses on the investigation of the antimicrobial activity of polymer 

mixtures. The theoretical part concerns about the basic carrier systems including 

emulsions, liposomes, micelles, and polymer particles. In this work, biopolymer mixtures 

of zein/chitosan were prepared with addition of antimicrobial compound (thymol, essential 

oils – thyme, cinnamon, or oregano). These solutions were characterized (zeta potential, 

pH, average particle size), and visually observed. What more, antimicrobial activity and 

dynamics of active substance release, were determinated. Solutions in higher 

concentrations of thymol, thyme and oregano acted on gramnegative bacteria. 

The advantages of solutions with higher shell values are larger inhibition zones 

for grampositive bacteria and an effect on small and medium money. All types of 2% 

thymol samples showed inhibitory effects. Furthermore, films were evaluated. As the most 

successful appeared films with a minimum 2% zein. The results showed that the films have 

greater antimicrobial potential and cause the fungus Aspergillus niger, they did not work 



 

at all to solve the problems. Finally, a study focused on the release of active substances 

over time was performed. The other samples no longer showed any inhibitory effects after 

24 hours. 
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ÚVOD 

V důsledku vzrůstajících globálních problémů souvisejících se znečińtěním ņivotního 

prostředí roste rovněņ snaha o nalezení moņnosti sníņení ekologické stopy v podobě 

biologických substitutů některých současných syntetických materiálů. Rostlinné 

sloučeniny vzbudily velký zájem díky moņnosti snadné biodegradace a v případě 

éterických olejů i díky svým známým antimikrobiálním a antioxidačním vlastnostem. 

V současné době tedy zintenzivňuje snaha zkoumat moņné kombinace filmů 

z biopolymerních sloučenin a jejich funkčnost v měnících se podmínkách. Jedlé nebo 

biologicky rozloņitelné filmy mohou poskytnout náhradu, případně fortifikaci přírodních 

vrstev zabraňující ztrátě vlhkosti, zatímco selektivně umoņňují řízenou výměnu důleņitých 

plynů, jako je kyslík, oxid uhličitý, a ethylen, které jsou zapojeny do procesu respirace. 

Biofilmy vńak mohou mít i řadu dalńích uplatnění odvíjejících se od jejich vlastností. 

Větńina biologicky rozloņitelných filmů je vytvářena z biopolymerů v podobě proteinů 

a polysacharidů získaných vodných disperzí a odlitím filmu. Bylo vńak zjińtěno, ņe 

zapouzdření esenciálních olejů do filmů můņe ovlivnit jejich mikrostrukturu. Tyto změny 

mikrostruktury mohou vést k některým změnám fyzikálních vlastností filmu, včetně 

tahových, optických a bariérových vlastností. Různé kombinace a koncentrace látek mohou 

vést ke vzniku odlińných filmů s odlińnými vlastnostmi.  

Cílem této diplomové práce bylo otestovat dopady různých poměrů biopolymerních látek 

s aktivní sloņkou na vlastnosti vzniklých filmů a to včetně antimikrobiální aktivity.  
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  I. TEORETICKÁ ČÁST 
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1 NOSNÉ SYSTÉMY 

Nosné systémy slouņí předevńím k přepravě účinných látek, k jejich cílenému doručení 

a uvolňování na vybrané místo. Kromě toho jsou schopny ochránit účinné látky 

před vnějńími degradačními vlivy např. před světlem, teplem, kyslíkem, a tím zajistit jejich 

stabilitu. Pomocí nosných systémů lze regulovat odpařování těkavých sloņek, maskovat 

neņádoucí organoleptické vlastnosti a uspořit náklady sníņením mnoņství pouņitých přísad 

(Costa & Santos, 2017). 

1.1 Emulze 

Obecně se emulze dělí na hrubé emulze neboli makroemulze (200 nm–200 μm), 

nanoemulze neboli submikronové emulze (20–200 nm) a mikroemulze (4–200 nm) 

(Sedaghat Doost et al., 2020). 

Emulze jsou třídou disperzních systémů sestávajících se ze dvou nemísitelných kapalin. 

Kapičky kapaliny (disperzní fáze) jsou dispergovány v kapalném médiu (kontinuální fáze). 

Lze rozlińit několik tříd dle fáze: olej ve vodě (O/V), voda v oleji (V/O) a olej v oleji 

(O/O). Příkladem můņe být emulze sestávající z polárního oleje (např. propylenglykolu) 

dispergovaného v nepolárním oleji (parafinový olej) a naopak. K rozptýlení dvou 

nemísitelných kapalin je zapotřebí třetí sloņky - emulgátoru. Volba emulgátoru je 

rozhodující pro tvorbu emulze a její dlouhodobou stabilitu. Emulze mohou být 

klasifikovány podle povahy emulgátoru nebo struktury systému (Tadros, 2013). 

Nejjednoduńńí typ představují ionty, jako je OH
-
, které mohou být specificky adsorbovány 

na kapičce emulze, čímņ se vytvoří náboj či dvojitá vrstva, která poskytuje elektrostatický 

odpor. Tento jev byl prokázán u velmi zředěných emulzí O/V odstraněním kyselosti (Liang 

et al., 2020). Nejúčinnějńími emulgátory jsou neionické povrchově aktivní látky, které lze 

pouņít k emulgaci O/V nebo V/O. Kromě toho mohou stabilizovat emulzi proti flokulaci 

a koalescenci (Tadros, 2013). Ionické povrchově aktivní látky, jako je dodecylsulfát sodný 

(SDS), lze také pouņít jako emulgátory (pro O/V), ale systém je citlivý na přítomnost 

elektrolytů. Směsi povrchově aktivních látek, například ionické a neionické, nebo směsi 

neionických povrchově aktivních látek mohou být účinnějńí při emulgaci a stabilizaci 

emulze (Liang et al., 2020). 

Neionické polymery, někdy označované jako polymerní povrchově aktivní látky, například 

Pluronics, jsou účinnějńí při stabilizaci emulze, ale mohou trpět obtíņemi emulgace 
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(pro výrobu malých kapiček), pokud pro tento proces není aplikována vysoká energie. 

Polyelektrolyty, jako je kyselina poly (methakrylová), lze také pouņít jako emulgátory. 

Směsi polymerů a povrchově aktivních látek jsou ideální pro dosaņení snadné emulgace 

a stabilizace emulze. Lamelární kapalné krystalické fáze, které lze vyrobit pomocí směsí 

povrchově aktivních látek, jsou velmi účinné při stabilizaci emulze. Pevné částice, které se 

mohou akumulovat na rozhraní O/V, lze také pouņít pro stabilizaci emulze. Tyto emulze se 

označují jako Pickeringovy emulze, přičemņ částice jsou částečně zvlhčeny olejovou fází 

a vodnou fází (Guyot et al., 2003). 

Fyzikální jevy zapojené do kaņdého procesu rozpadu nejsou jednoduché a vyņadují 

analýzu zapojených povrchových sil. Kromě toho se zmiňované procesy mohou odehrávat 

současně, nikoli postupně, coņ analýzu komplikuje. Modelové emulze s monodisperzními 

kapičkami nelze snadno vyrobit, a proto jakýkoli teoretický popis musí brát v úvahu účinek 

distribuce velikosti kapiček (Miller, 2020). Sedimentace vyplývá z vnějńích sil obvykle 

gravitačních nebo odstředivých. Pokud takové síly přesáhnou tepelný pohyb kapiček 

(Brownův pohyb), v systému se vytvoří koncentrační gradient s větńími kapičkami 

pohybujícími se rychleji nahoru (pokud je jejich hustota niņńí neņ hustota média) nebo  

směrem dolů (pokud jejich hustota je větńí neņ hustota média). V omezujících případech 

mohou kapičky tvořit těsně zabalené (náhodné nebo uspořádané) pole v horní nebo dolní 

části systému se zbytkem objemu obsazeného kontinuální kapalnou fází (Tadros, 2013). 

Flokulace označuje agregaci kapiček (bez jakékoli změny velikosti primárních kapiček) 

do větńích jednotek. Je to výsledek přitaņlivosti van der Waalsových sil, který je 

univerzální u vńech rozptylových systémů. K flokulaci dochází, kdyņ není dostatečné 

odpuzování k udrņení kapiček odděleně na vzdálenosti, kde je van der Waalsova 

přitaņlivost slabá. Flokulace můņe být „silná― nebo „slabá― v závislosti na velikosti 

přitaņlivé energie (Sharadha et al., 2020). Ostwaldovo zrání (disproporce) je výsledkem 

konečné rozpustnosti kapalných fází. Kapaliny, které jsou označovány jako nemísitelné, 

mají často vzájemné rozpustnosti, které nejsou zanedbatelné. U emulzí, které jsou obvykle 

polydisperzní, budou mít menńí kapičky větńí rozpustnost ve srovnání s větńími (kvůli 

účinkům zakřivení). Postupem času menńí kapičky zmizí a jejich molekuly se rozptýlí 

do velkého objemu a usadí se na větńích kapkách. Časem se distribuce velikosti kapiček 

posune na větńí hodnoty. To se týká procesu ztenčování a rozruńení kapalného filmu 

mezi kapičkami v důsledku fúze dvou nebo více kapiček na větńí. Omezujícím případem 

koalescence je úplné rozdělení emulze na dvě odlińné kapalné fáze. Hnací silou 
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pro koalescenci jsou kolísání povrchu nebo filmu, které vede k těsnému přiblíņení kapiček, 

přičemņ van der Waalsovy síly jsou silné, čímņ brání jejich oddělení. Příkladem můņe být 

proces, při kterém dojde k výměně mezi disperzní fází a médiem. Například emulze O/V se 

můņe s časem nebo změnou podmínek převrátit na emulzi V/O. V mnoha případech fázová 

inverze prochází přechodným stavem, čímņ se vytvoří více emulzí (Tadros, 2013). 

Rozhraní mezi dvěma objemovými fázemi, například kapalina a vzduch 

(nebo kapalina/pára), nebo dvěma nemísitelnými kapalinami (olej/voda) můņe být 

definováno za předpokladu, ņe je zavedena dělicí čára. Mezifázová oblast není pouze 

vrstva o síle jedné molekuly. Je to oblast o tlouńťce δ s vlastnostmi odlińnými od dvou 

objemových fází α a β (Slomkowski et al., 2011). 

Pomocí Gibbsova modelu je moņné získat definici povrchového nebo mezifázového napětí 

γ. Energie bez povrchové energie dG
σ
 je tvořena třemi sloņkami: entropický termín S

σ
 dT, 

interfaceální energetický termín Adγ a sloņený termín nidμi (ni je počet molů sloņky 

i s chemickým potenciálem μi). Gibbsova-Deuhemova rovnice je (Rovnice 1): 

  (1) 

Při konstantní teplotě a sloņení platí (Rovnice 2): 

 

   (2) 

Pro stabilní rozhraní je γ kladné, tj. pokud se plocha rozhraní zvětńí, G
σ
 se zvýńí také. γ je 

energie na jednotku plochy (mJm
− 2

), coņ je rozměrově ekvivalentní síle na jednotku délky 

(mNm
– 1

). Pro zakřivené rozhraní je třeba vzít v úvahu účinek poloměru zakřivení. 

Odhaduje se, ņe γ pro zakřivené rozhraní je velmi blízko povrchu roviny, pokud nejsou 

kapičky velmi malé (<10 nm). Zakřivené rozhraní vytváří některé dalńí důleņité fyzikální 

jevy, které ovlivňují vlastnosti emulze, např. Laplaceův tlak Δp, který je určen poloměry 

zakřivení kapiček (Rovnice 3): 

     (3) 

kde r1 a r2 jsou dva hlavní poloměry zakřivení.  
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Pro dokonale kulovitou kapičku r1 = r2 = r platí (Rovnice 4): 

     (4) 

Pro kapičky uhlovodíků s poloměrem 100 nm a γ = 50 mNm
− 1

, ∆p = 106 Pa (10 atm). 

V přítomnosti stabilizátoru (povrchově aktivní látky a / nebo polymeru) je mezi kapičkami 

vytvořena energetická bariéra, a proto se obrácení ze stavu II do stavu I stává 

nekontinuální v důsledku přítomnosti těchto energetických bariér. V přítomnosti výńe 

uvedených energetických bariér se systém stává kineticky stabilní (Slomkowski et al., 

2011). 

Obecně lze říci, ņe mezi kapičkami emulze existují tři hlavní interakční energie (síly), které 

jsou diskutovány v následujících odstavcích. Van der Waalsova přitaņlivost mezi atomy 

nebo molekulami nabývá tří podob: dipól – dipól, dipólem indukovaný dipól a disperze. 

Při absenci odporu dochází ke flokulaci velmi rychle produkující velké shluky. Aby bylo 

moņné působit proti van der Waalsově přitaņlivosti, je nutné vytvořit odpudivou sílu. 

V závislosti na povaze pouņitého emulgátoru lze rozlińit dva hlavní typy odpudivosti: 

elektrostatickou (díky vytvoření dvojitých vrstev) a sterickou (v důsledku přítomnosti 

adsorbovaných povrchově aktivních látek nebo polymerních vrstev) (Ouarhim et al., 

2020). 

Dalńím procesem je elektrostatický odpor. Toho lze dosáhnout adsorpcí iontové povrchově 

aktivní látky. Povrchový potenciál ψo lineárně klesá na ψd (Sternův nebo zeta potenciál) 

a poté exponenciálně se zvyńováním vzdálenosti x. Prodlouņení dvou vrstev závisí 

na koncentraci a valenci elektrolytu (čím niņńí je koncentrace elektrolytu a čím niņńí je 

valence, tím větńí je dvojitá vrstva). Kdyņ se nabité koloidní částice v disperzi přibliņují 

k sobě tak, ņe se dvojitá vrstva začíná překrývat (separace částic je menńí neņ dvojnásobek 

dvojvrstvého prodlouņení), dochází k odpuzování. Jednotlivé dvojité vrstvy se jiņ nemohou 

neomezeně rozvíjet, protoņe omezený prostor neumoņňuje úplný potenciální rozpad. 

Energetické maximum zabraňuje blízkému přibliņování kapiček a brání ve flokulaci 

na primární minimum. Čím vyńńí je hodnota ψo a niņńí koncentrace elektrolytu a valence, 

tím vyńńí je maximum energie. Při středních koncentracích elektrolytu můņe nastat slabá 

flokulace na sekundární minimum (Tadros, 2013). 
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1.1.1 Mikroemulze 

Mikroemulze jsou obecně tvořeny spontánně, bez jakéhokoliv významného přísunu 

energie, smícháním olejové fáze s vodnou fází obsahující primární povrchově aktivní látku 

a kosurfaktant, coņ bývá obvykle alkohol se střední délkou řetězce (Obrázek 1) 

(Hegde et al., 2013). 

 

 Obrázek 1 Struktura mikroemulze (Srikanth, 2012) 

Mohou být připraveny v ńirokém rozmezí koncentrací povrchově aktivních látek a různém 

poměru sloņek olej/voda. Tyto homogenní systémy spadají vńechny pod kapaliny s nízkou 

viskozitou (Lu et al., 2010). Tvorba mikroemulze je reverzibilní. Při příliń nízkých 

nebo vysokých teplotách se mohou stát nestabilní, avńak po navrácení do normálního 

rozmezí se znovu vytvoří (Singh et al., 2014). 

Jsou často průhledné nebo průsvitné. Zda je systém transparentní, závisí nejen na velikosti, 

ale také na rozdílu indexu lomu mezi fází oleje a vody. Mikroemulze s malou velikostí 

(v oblasti 10 nm) se můņe jevit jako průsvitná, pokud je rozdíl v indexu lomu mezi olejem 

a vodou velký. Relativně velké mikroemulzní kapičky (v oblasti 50 nm) se mohou jevit 

jako transparentní, pokud je hodnota indexu lomu velmi malá (Tadros, 2018). Některé 

mikroemulze vykazují silný světelný rozptyl, přičemņ transmitované světlo je obvykle 

načervenalé, zatímco odraņené světlo je bělavé (Mittal et al., 1999). Mezi nevýhody patří 

jejich omezená solubilizační kapacita pro vysokotající látky a také velká spotřeba 

povrchově aktivních látek pro stabilizaci kapiček (Singh et al., 2014). 
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1.1.2 Nanoemulze 

V porovnání s mikroemulzemi se jedná o nerovnováņné, termodynamicky nestabilní 

systémy. Stejně jako emulze jsou vysoce kineticky stabilní. Nanoemulze vykazují vysokou 

solubilizační kapacitu a nízkou viskozitu. Největńím problémem u nanoemulzí je 

Ostwaldovo zrání a vysoké náklady na jejich výrobu (Kale et al., 2016). 

Existují dva způsoby jak nanoemulze připravit. Prvním je vysokoenergetická emulgace 

a druhým nízkoenergetická emulgace. Do vysokoenergetických je zahrnuta např. 

ultrazvuková emulgace, mikrofluidizace, membránová emulgace, vysokotlaká 

homogenizace. Do nízkoenergetických patří metoda teplotní fázové inverze, inverzní bod 

emulze a spontánní emulgace (Jaiswal et al., 2015).  

1.2 Emulgely 

Emulgely se svým sloņením velmi podobají emulzím. Jsou sloņeny z dispergované 

a kontinuální fáze. Jako stabilizátor je pouņito gelační činidlo, coņ je pevný materiál, který 

tvoří síťovou strukturu. Vytvoření síťové struktury omezuje pohyb vnitřní fáze a tím 

zabraňuje koagulaci rozptýlených fázových kapiček. (Proces koagulace zapříčiňuje 

destabilizaci emulze) (Sharma et al., 2018). Emulgely díky své trojrozměrné síti mají lepńí 

stabilitu ve srovnání s nanoemulzemi. Emulgely mohou být připraveny za pouņití 

syntetických hydrofilních polymerů, pomocí proteinů či polysacharidů iontovým 

zesíťováním. Velkou nevýhodou při výrobě emulgelů je potřeba vyńńího tepelného 

zpracování pro vytvoření gelové sítě, coņ můņe mít nepříznivé účinky na těkavé esenciální 

oleje (Sedaghat Doost et al., 2020). 

1.3 Liposomy 

Liposomy představují malé, vezikuly kulovitého tvaru umělého původu, které lze vytvořit 

z cholesterolu a přírodních netoxických fosfolipidů. Vzhledem k jejich velikosti 

a hydrofobnímu a hydrofilnímu charakteru (kromě biokompatibility) liposomy jsou 

slibnými systémy pro dodávání léčiv. Vlastnosti liposomů se výrazně lińí podle sloņení 

lipidů, povrchového náboje, velikosti a způsobu přípravy. Výběr komponent dvojvrstvy 

dále určuje „tuhost― nebo „tekutost― a náboj dvojvrstvy. Například nenasycené druhy 

fosfatidylcholinů z přírodních zdrojů (fosfatidylcholin z vajec nebo sojových bobů) 

vytvářejí mnohem propustnějńí a méně stabilní dvojvrstvy. Na druhou stranu nasycené 
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fosfolipidy s dlouhými acylovými řetězci (například dipalmitoylfosfatidylcholin), vytvářejí 

tuhou, spíńe nepropustnou dvojvrstvou strukturu (Zook & Vreeland, 2010). 

Je prokázáno, ņe fosfolipidy impulzivně vytvářejí uzavřené struktury, kdyņ jsou 

hydratovány ve vodných roztocích. Takové vezikuly, které mají jednu nebo více 

fosfolipidových dvouvrstvých membrán, mohou transportovat vodné nebo lipidové látky. 

Protoņe lipidy jsou ve vodných médiích amfipatické (hydrofobní i hydrofilní), jejich 

termodynamické fázové vlastnosti a samoskládací vlastnosti ovlivňují entropicky 

zaměřenou konfiskaci jejich hydrofobních sekcí do sférických dvojvrstev. Tyto vrstvy se 

označují jako lamely. Liposomy jsou obecně definovány jako sférické vezikuly s velikostí 

částic v rozmezí od 30 nm do několika mikrometrů. Skládají se z jedné nebo více 

lipidových dvojvrstev obklopujících vodné jednotky, kde skupiny polárních částí jsou 

orientovány v cestě vnitřní a vnějńí vodné fáze. Na druhé straně se sebeagregace polárních 

lipidů neomezuje pouze na konvenční dvojvrstvé struktury, které se spoléhají 

na molekulární tvar, teplotu a podmínky prostředí a podmínky přípravy, ale mohou se 

samy sestavit do různých typů koloidních částic (Akbarzadeh et al., 2013). 

Liposomy se hojně pouņívají jako nosiče mnoha molekul v kosmetickém a farmaceutickém 

průmyslu. Kromě toho potravinářský a zemědělský průmysl rozsáhle studoval pouņití 

liposomového zapouzdření pro růst dodávacích systémů, které mohou zachytit nestabilní 

sloučeniny (například antimikrobiální látky, antioxidanty, aromata a bioaktivní prvky) 

a chránit jejich funkčnost. Díky jejich biokompatibilitě, biologické rozloņitelnosti, nízké 

toxicitě a schopnosti zachytit hydrofilní i lipofilní léky liposomy zjednoduńily místně 

specifické dodávání léčiva do nádorových tkání (Simão et al., 2015). 

Liposomální enkapsulační technologie (LET) je nejnovějńí dodávací technika pouņívaná 

lékaři k transferu léků, které fungují jako léčebné promotory do vybraných tělních orgánů. 

LET je metoda vytváření sub-mikroskopických pěn zvaných liposomy, které zapouzdřují 

četné materiály. Tyto „liposomy― tvoří bariéru kolem jejich obsahu, která je odolná vůči 

enzymům v ústech a ņaludku, zásaditým roztokům, trávicím ńťávám, ņlučovým solím 

a střevní flóře, které jsou vytvářeny v lidském těle, jakoņ i volným radikálům. Obsah 

liposomů je proto chráněn před oxidací a degradací. Tento ochranný fosfolipidový ńtít 

zůstává nepońkozený, dokud není obsah liposomu dodán do přesné cílové ņlázy, orgánu 

nebo systému, kde bude obsah vyuņit (Wagner & Vorauer, 2011). 

Klinická léčba v současné době udrņuje obrovskou ńkálu molekul léčiva a kaņdý rok se 

do seznamu přidávají nová léčiva. Jedním z hlavních cílů jakéhokoli léku pouņívajícího 
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léčivo je zvýńit terapeutický index léčiva a zároveň minimalizovat jeho vedlejńí účinky. 

Klinická uņitečnost větńiny konzervativních chemoterapeutik je omezena buď 

neschopností dodávat terapeutické koncentrace léčiva do cílové měkké tkáně, nebo 

ńkodlivými toxickými vedlejńími účinky na normální orgány a tkáně. Existují různé 

přístupy k překonání těchto potíņí. Jedním z nich je vyuņití „selektivního― doručení 

do cílové oblasti, kdy se léčivo zacílí na ty buňky, tkáně, orgány, které jsou danou nemocí 

postiņeny. Pro tyto účely mohou být jako nosiče vhodné například koloidní částice 

a molekulární konjugáty. Koloidní částice jsou výsledkem fyzického začlenění léčiva 

do koloidního systému ve formě částic, například reverzních micel, mikro- a nano-sfér, 

erytrocytů a polymerů a liposomů. Z těchto nosičů byly nejvíce studovány právě liposomy. 

Jejich atraktivita spočívá v jejich sloņení, díky kterému jsou biologicky rozloņitelné 

a biologicky kompatibilní. Liposom zahrnuje vodné jádro zachycené jednou nebo více 

dvojvrstvami sloņenými z přírodních nebo syntetických lipidů. Do liposomů zapouzdřena 

léčiva s rozdílnou lipofilitou: silně lipofilní léčiva jsou zachycena téměř úplně v lipidové 

dvojvrstvě, intenzivně hydrofilní léčiva jsou umístěna zcela ve vodném kompartmentu 

(Hemanthkumar & Spandana, 2011). 

Velikost liposomů se můņe pohybovat od velmi malých (0,025 um) do velkých (2,5 um) 

vesikul. Kromě toho liposomy mohou mít jednu nebo dvouvrstvou membránu. Velikost 

vezikul je hlavním faktorem při určování cirkulačního poločasu liposomů a velikost i počet 

dvouvrstev ovlivňují mnoņství zapouzdření léčiva v liposomech. Na základě své velikost i 

a počtu dvouvrstev mohou být liposomy také klasifikovány do jedné ze dvou kategorií: (1) 

multilamelární vezikuly a (2) unilamelární vezikuly. Unilamelární vezikuly lze také 

klasifikovat do dvou kategorií: (1) velké unilamelární vezikuly a (2) malé unilamelární 

vezikuly. V unilamelárních liposomech má vezikula jednu fosfolipidovou dvojvrstvou 

kouli obklopující vodný roztok. V multilamelárních liposomech mají vezikuly strukturu 

cibule. Klasicky se vytvoří několik unilamelárních váčků na vnitřní straně s menńí 

velikostí, čímņ se vytvoří multilamelární struktura soustředných fosfolipidových koulí 

oddělených vrstvami vody (Akbarzadeh et al., 2013). 

1.4 Fytosomy 

Fytosomy (herbosomy), jsou komplexy přírodních bioaktivních materiálů s fosfolipidy. 

Vznikají tedy reakcí rostlinných extraktů nebo ve vodě rozpustných 

fytokonstituentů s fosfatidylcholinem, fosfatidylethanolaminem, fosfatidylserinem nebo 
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fosfatidylinositolem v aprotickém rozpouńtědle (Upase et al., 2019). Hydrofilní skupina 

fosfolipidů se váņe s ve vodě rozpustnými fytokomponenty a je obalena hydrofobní 

skupinou. V důsledku toho se vytvoří lipidový kompatibilní molekulární komplex 

nazývaný fytosom (Amin et al., 2012). Velikost fytosomu se pohybuje od 50 nm 

do několika stovek µm. (Sriya et al., 2020). Vzniklý komplex se izoluje odpařením 

rozpouńtědla ve vakuu nebo sráņením např. alifatickými uhlovodíky, nebo lyofilizací nebo 

suńením rozprańováním (Upase et al., 2019). 

Fytosomy jsou lipofilní látky s určitou teplotou tání, volně rozpustné v nepolárních 

rozpouńtědlech a středně rozpustné v tucích (Sriya et al., 2020). Při srovnání s liposomy 

mají lepńí stabilitu, ale jsou citlivé na změny pH (Sedaghat Doost et al., 2020). Slouņí jako 

nosiče ņivin mísitelných s tukem i s vodou (Upase et al., 2019), mají schopnost snadno 

pronikat kůņí a mohou být pouņity pro systematické cílení léčiv. (Sriya et al., 2020). 

Sloņení fytosomu je bezpečné a jeho sloņky jsou schváleny pro farmaceutické pouņití. 

Při pouņití fytosomů se zvyńuje absorpce a biologická dostupnost fytokomponentů, a proto 

můņe být dávka potřebná k dosaņení ņádoucího účinku sníņena (Amin et al., 2012). 

1.5 Ethosomy 

Ethosomy jsou „ethanolické liposomy― skládající se z fosfolipidů (fosfatidylcholin, 

fosfatidylserin, kyselina fosfatitidová), vysoké koncentrace ethylalkoholu a vody (Sherin et 

al., 2019). Ethosomy mají vodné jádro obsahující ethanolický roztok léčiva a vnějńí vrstvu 

obsahující lipidovou dvojvrstvu (Sankar et al., 2019). Tyto měkké váčky jsou často 

formovány od desítek nanometrů po mikrony. Ethosomy jsou neinvazivní měkké, poddajné 

vezikulární nosiče, které umoņňují léčivům dosáhnout hlubokých koņních vrstev případně 

i systémového oběhu a zlepńit tak dodávání aktivních látek. (Sherin et al., 2019).  

Hlavní nevýhodou ethosomů je jejich nízká stabilita díky odpařování ethanolu (Sedaghat 

Doost et al., 2020). Vzhledem k tomu, ņe ethanol naruńuje uspořádání dvojvrstvy lipidů 

i samotné membrány ethosomu, můņe dojít k průchodu těchto vezikul skrz lipidovou 

bariéru v kůņi. Existují klasické ethosomy, binární ethosomy a transethosomy (Abdulbaqi 

et al. 2016). Mohou být připraveny buď studenou nebo horkou metodou (Sankar et al., 

2019). 
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1.6 Niosomy 

Niosomy jsou „neionické liposomy― strukturálně podobné liposomům (Obrázek 2) 

(Sedaghat Doost et al., 2020). Niosomy jsou vezikuly o velikosti 10-100 nm, skládající se 

z vodného jádra uzavřeného membránou sloņenou z neiontových povrchově aktivních 

látek, předevńím polysorbátů, terpenoidů, alkyloxyethylenů, spanů atd (Basiri et al. 2016, 

Purkait et al., 2020). Získávají se hydratací těchto neiontových povrchově aktivních látek, 

s nebo bez inkorporace cholesterolu nebo jiných lipidů (Mahmoud et al., 2018). Přidání 

cholesterolu poskytuje rigiditu a sniņuje tak riziko úniku látek z niosomů (Sedaghat Doost 

et al., 2020). 

Liposomy i niosomy jsou dvouvrstvé vezikuly. Liposomy se skládají z fosfolipidové 

dvojvrstvy, která obsahuje dva hydrofobní konce, zatímco niosomy jsou konstruovány 

z neiontových vezikul surfaktantu, které obvykle obsahují jediný hydrofobní konec 

(Purkait et al., 2020). 

Existují tři typy niosomů malé unilamelární vezikuly, velké unilamelární vezikuly 

a multilamelární vezikuly. Mohou být připraveny několika metodami. Za zmínku stojí 

metoda vícenásobné membránové extruze, metoda hydratace lipidové vrstvy, 

mikrofluidizace či sonikace (Mahmoud et al., 2018) 

 

Obrázek 2 Schématické znázornění nosných systémů (Sedaghat Doost et al., 2020) 

Jejich velkou výhodou je, ņe jsou biologicky rozloņitelné, netoxické a neimunogenní 

(Basiri et al. 2016). Niosomy jsou levnějńí a stabilnějńí během skladování a poskytují lepńí 
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kinetiku uvolňování ve srovnání s liposomy. Bylo zjińtěno, ņe enkapsulace EO 

v niosomech zásadně zlepńuje jejich schopnost pronikání a stabilitu. (Sedaghat Doost 

et al., 2020). 

1.7 Micely 

Micely jsou lipidové molekuly, které se uspořádají ve sférické formě ve vodných 

roztocích. Tvorba micely je odpovědí na amfipatickou povahu mastných kyselin, 

coņ znamená, ņe obsahují jak hydrofilní oblasti (skupiny polárních částí), tak hydrofobní 

oblasti (dlouhý hydrofobní řetězec). Micely obsahují polární části, které obvykle tvoří 

vnějńí povrch. Hydrofobní konce jsou uvnitř, protoņe jsou nepolární. Mastné kyseliny 

v micelách mají obvykle jeden uhlovodíkový řetězec, to jim umoņňuje přizpůsobit se 

kulovému tvaru pro menńí sterickou překáņku v mastné kyselině. Mastné kyseliny 

z glykolipidů a fosfolipidů mají dva hydrofobní řetězce, které jsou příliń objemné, aby se 

veńly do sférického tvaru jako micely. Proto dávají přednost tvorbě lipidových dvojvrstev 

(Horne, 2008). Lipidové dvojvrstvy se rychle a spontánně vytvářejí ve vodném médiu 

a jsou stabilizovány hydrofobními interakcemi, Van der Waalsovými přitaņlivými silami 

a elektrostatickými interakcemi. Funkcí lipidové dvojvrstvy je tvořit bariéru mezi oběma 

stranami membrány (Medoń et al., 2020). 

Velikosti micel se pohybují od 2 nm do 20 nm v závislosti na sloņení a koncentraci. 

Velikost micely je omezenějńí neņ velikost lipidové dvojvrstvy. Lipidová dvojvrstva můņe 

přesahovat aņ 10
6 

nm (Berg et al., 2002). Lipidová dvojvrstva není rigidní struktura, 

naopak je spíńe tekutá. Jednotlivé lipidové molekuly jsou schopny poměrně snadno 

se pohybovat nebo rozptylovat laterálně přes membránu, tento proces se nazývá laterální 

difúze. Čím více cis dvojných vazeb má uhlovodíkový zbytek, tím více se struktura stává 

tekutinou. Je tomu tak proto, ņe kdyņ uhlovodíkový zbytek má cis dvojné vazby, nemůņe 

se dále balit, stejně jako nasycený uhlovodíkový zbytek, takņe se stává tekutějńím (Desikan 

et al., 2020). 

Micely v lidském těle pomáhají vstřebávat vitamíny rozpustné v tucích. Pomáhají tenkému 

střevu absorbovat esenciální lipidy a vitamíny z jater a ņlučníku. Do tenkého střeva také 

nesou komplexní lipidy, jako je lecitin a vitaminy rozpustné v tucích (A, D, E a K). 

Bez micel by se tyto vitaminy nemohly absorbovat do těla, coņ by vedlo k váņným 

komplikacím. Micely také pomáhají čistit pokoņku. Z tohoto důvodu je vyuņívá řada 
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pleťové kosmetiky. Čistí pokoņku odstraněním oleje a dalńích látek, aniņ by bylo nutné je 

následně omývat (Takahashi et al., 2020). 

1.8 Polymerní nanočástice 

Porézní polymerní částice, zejména ty, které mají kulovitý tvar, se pouņívají v mnoha 

odvětvích po celá desetiletí. Byly klasifikovány jako makro-, mezo- a mikroporézní 

v závislosti na velikosti pórů, respektive> 50 nm, 50–2 nm a <2 nm. Dva hlavní rysy, 

jejich porézní povaha a vyńńí stupeň zesíťování, je odlińují od polymerních částic gelového 

typu. Tyto rozdíly vedou k různým charakteristikám, jako je vysoká povrchová plocha, 

schopnost absorbovat různá rozpouńtědla s různou polaritou a zvýńená křehkost. Velikost, 

rozptyl velikosti, chemickou povahu a funkčnost lze zmínit jako dalńí rysy, které porézní 

částice sdílejí se svými neporézními protějńky, částicemi gelového typu. Obecně jsou 

polymerní částice vyráběny heterogenní polymerací za pouņití nemísitelnosti dvou nebo 

více kapalin. Suspenze, disperze, sráņení, membránová/mikrokanálová emulgace 

a mikrofluidní polymerace jsou hlavními technikami tvorby porézních částic 

(Gokmen & Du Prez, 2012). 

Pokud jde o fyzikální kategorizaci, zatímco emulze označuje disperzi kapalina/kapalina, 

suspenze označuje disperzi pevná látka/kapalina. To vńak neplatí pro heterogenní 

polymerace, protoņe jak emulzní, tak suspenzní polymerace začínají směsí 

kapalina/kapalina na začátku a končí jako disperze pevná látka/kapalina. Polymerace 

suspenze začíná dispergováním kapiček monomeru v kontinuální fázi pomocí povrchově 

aktivních látek, jako je SDS. Přidá se iniciátor rozpustný v monomeru, jehoņ cílem je řídit 

jak iniciaci, tak růst řetězce uvnitř kapiček monomeru. To je hlavní rozdíl oproti emulzní 

polymeraci, kde se pouņívá iniciátor rozpustný v kontinuální fázi. Kromě toho lze do 

receptur suspenzní polymerace přidat také látky zachycující radikály, například soli NO2, 

aby se zabránilo nukleaci v kontinuální fázi (Gokmen & Du Prez, 2012). 

Suspenzní polymeraci lze z hlediska jejího mechanismu povaņovat za nejméně 

komplikovanou heterogenní polymerační techniku. (Rastogi et al., 2010). Při suspenzní 

polymeraci se v průběhu celého procesu aplikuje kontinuální mechanické míchání 

konstantní rychlostí, aby se kapičky monomeru dobře dispergovaly. Protoņe tvorba kapiček 

je řízena chaotickým mícháním a protoņe ke sráņení/rozbíjení kapiček dochází nepřetrņitě 

během celého procesu, částice získané polymerací v suspenzi jsou téměř vņdy 

polydisperzní. Bez ohledu na skutečnost, ņe tato polydisperzita je hlavní nevýhodou 
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polymerace v suspenzi, je tato technika ńiroce pouņívána v průmyslu kvůli nízkým 

nákladům (Konishi et al., 2010). 

Povrchová plocha, celkový objem pórů a distribuce velikosti pórů definují porézní povahu. 

Tyto charakteristiky mohou být měřeny pomocí techniky sorpce N2 a Hg vniknutí, které 

obě závisí na pronikání uvedených tekutin do pórů. Kromě sorpce N2 a vniknutí Hg 

existují dalńí techniky pro kvantifikaci rozdělení velikosti pórů, jako je termoporometrie, 

inverzní velikostní vylučovací chromatografie a analýza mikroskopického zobrazování 

(Yanagishita et al., 2010).  

Polymerní mikrokuličky mohou být snadno syntetizovány z různých materiálů 

a povrchový náboj částic můņe být snadno vyladěn jejich funkcionalizací během syntézy 

nebo pouņitím modifikace po syntéze. Dosud existuje řada technik, které poskytují částice 

s předem stanovenou velikostí a velmi úzkým rozdělením velikosti. Obecně mají 

polymerní částice kulovité tvary. Polymerní částice v rozmezí velikosti od ca. 100 nm 

aņ 1 μm lze předběņně rozdělit na latexy a mikrogely. Latexové částice mají 

„kondenzovanou― strukturu, zatímco mikrogely mají „otevřenou― polymerní síťovou 

strukturu. Toto dělení je poněkud libovolné: při vhodných hodnotách pH a/nebo 

ve vhodných rozpouńtědlech latexové kuličky bobtnají a transformují se na částice 

mikrogelu. Otevřená struktura mikrogelů vede k důleņitým aplikačním vlastnostem: 

polymerní síť můņe sekvestrovat a uvolňovat malé molekuly nebo nanočástice nebo můņe 

měnit svůj objem v reakci na vnějńí podněty, jako je pH, teplota nebo iontová síla 

(Malloggi et al., 2010). 

Polymerní latexy a mikrogely se syntetizují pomocí emulze, disperze, sráņení, miniemulze 

nebo suspenzní polymerizace. Větńina polymerů pouņívaných při syntéze latexů 

a mikrogelů obvykle absorbuje světlo v UV spektrálním rozmezí (Gokmen & Du Prez, 

2012). 
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2 BIOPOLYMERY 

Existuje celá řada definic popisující biopolymery. Biopolymery jsou molekuly 

syntetizované biologickými systémy a jsou sloņené z materiálů biologického charakteru, 

jako jsou aminokyseliny, cukry a přírodní tuky (Tang et al., 2012). 

Jedná se o polymery sloņené z kovalentně navázaných opakujících se monomerních 

jednotek, schopných vytvářet řetězce. Vznikají během procesu kondenzace. Předpona bio 

značí, ņe zdrojem biopolymerů jsou ņivé organismy a mohou být ve větńině případů 

biologicky degradabilní. Některé biopolymery mohou být mikroorganismy degradovány 

nebo ńtěpeny na vedlejńí organické produkty, jako je oxid uhličitý a voda. Tyto produkty 

nepředstavují riziko pro ņivotní prostředí (Shankar et al., 2018). Ņivé organismy vyņadují 

tři základní typy polymerů: polypeptid, polynukleotid a polysacharid. Vńechny tři typy 

biopolymerů jsou předem organizované, podmíněně se navzájem doplňují, jsou 

termodynamicky nestabilní, ale přesto přetrvávají kvůli kinetickému zachycení s chirálními 

monomery a směrovými řetězci. Vńechny tři biopolymery vytváří konkrétní stavy, které je 

chrání před hydrolýzou (Morin et al., 2015).  

Tyto tři typy biopolymerů se výrazně lińí ve své struktuře, vlastnostech a funkcích. 

Polypeptid a polynukleotid dominují ve funkčních a informačních aspektech ņivota, 

zatímco polysacharid je důleņitý pro fyzickou strukturu, ukládání energie a rozpoznávání. 

Přesto biopolymery sdílejí mnoho kritických vlastností např. chiralitu, směrovost řetězce, 

chemickou nestabilitu ve vodném médiu a syntézu kondenzační dehydratací pomocí 

fosforylovaných meziproduktů. Proteiny jsou tvořeny kondenzací jedenadvaceti typů 

aminokyselin. Polynukleotidy jsou tvořeny kondenzací čtyř typů nukleotidů. Celulóza, 

nejhojnějńí polymer v biosféře, je tvořena kondenzací glukózy (McNamara et al., 2015). 

Komplexní polysacharidy na buněčném povrchu obsahují méně neņ dvacet různých 

monosacharidů (Gabius et al., 2011).  

Syntéza kaņdého typu biopolymeru vyuņívá fosforylované nebo pyrofosforylované 

meziprodukty v reakcích katalyzovaných procesními motory. V translaci je motorem 

ribosom. Při replikaci je motorem DNA polymeráza. V transkripci je motorem RNA 

polymeráza. V syntéze celulózy je motorem glykosyltransferáza (Morgan et al., 2016). 

Vńechny biopolymery se spontánně skládají ve vodném prostředí. DNA, RNA, protein 

a polysacharid tvoří propracované a vysoce specifické trojrozměrné struktury 

charakterizované specifickými intramolekulárními interakcemi, nízkou konfigurační 

entropií a přiřazením funkčních skupin k přesným umístěním v trojrozměrném prostoru. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 26 

 

Molekulární interakce umoņňují proteinům skládat se do domén nebo do vláken sloņené 

převáņně z α-helixů a β skládaných listů. RNA se skládají do velkých někdy monolitických 

struktur sloņených z duplexů, tetrasmyček a pseudouzlů. Doplňkové sekvence DNA 

se skládají ve dvojité spirály. Polyglukóza tvoří mikrofibrily, coņ jsou supramolekulární 

soubory neurčité délky obsahující více paralelních řetězců (Cosgrove, 2014). 

Biopolymery lze charakterizovat jako sebeochranné (intramolekulární skládání) 

a partnerské (intermolekulární sestavení) struktury, které mohou oddálit, ale ne odvrátit 

konečný osud jakéhokoli biopolymeru - chemickou degradaci (Lanier et al., 2017). 

2.1 Proteiny 

Proteiny jsou konstruovány pomocí sloņitého postupu. Tento proces je známý 

jako proteinová biosyntéza (proteosyntéza, translace) a zahrnuje výstavbu proteinových 

řetězců z jednotlivých aminokyselin v konkrétní sekvenci podle matrice RNA (Vodráņka, 

1996). 

2.1.1 Základní charakteristika 

Vńechny aminokyseliny mají centrální alfa uhlíkový atom, na kterém je vázána 

karboxylová skupina (COOH), atom vodíku (H), aminová skupina (NH2) a funkční 

a variabilní postranní řetězec radikálu, který definuje, o kterou aminokyselinu jde (Shah 

et al., 2020). Nejzákladnějńí formou aminokyseliny je glycin (C2H5NO2), který má 

postranní řetězec sestávající z jediného atomu vodíku, viz. Obr. 3 (Rousseaux, 2008). 

 

Obrázek 3 Chemická struktura 

glycinu (Merck, 2020) 

Aminokyseliny jsou produkovány tělem nebo jsou přijímány ve stravě. Jsou rozděleny 

do tří různých skupin: základní, esenciální (nepostradatelné) a podmíněné (Zadák, 2008). 

Struktura proteinu je obecně rozdělena do čtyř strukturních forem, které se nazývají 

primární, sekundární, terciární a kvartérní struktura. Primární struktura proteinu tvoří 

lineární polymer s řetězcem aminokyselin spojených peptidovými vazbami. Sekundární 

struktury proteinů jsou obvykle velmi pravidelné ve své konformaci. „Alfa helix― a „beta 
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skládané listy― jsou dva typy sekundárních struktur převáņně stabilizovaných vodíkovými 

vazbami. Terciární struktura proteinu je trojrozměrná struktura stabilizována řadou 

hydrofobních zbytků aminokyselin a disulfidovými vazbami vytvořenými mezi dvěma 

cysteinovými aminokyselinami. Kvartérní struktura proteinu je zaloņena na uspořádání 

více neņ dvou řetězců peptidu (Gupta et al., 2014) 

Hrají zásadní roli v kaņdém ņivém organismu. Kaņdá protilátka, enzym a chemický posel 

jsou vytvořeny z bílkovin. Protein je také nezbytný k zajińtění, udrņování a opravě 

anatomické struktury. Působí jako vazebné molekuly a nosné molekuly, coņ umoņňuje 

transport a ukládání atomů a molekul v těle (What are ptoteins and what do they do?, 

2020). Rozkládají větńí sloučeniny na odpadní produkty, jsou zodpovědné za sloņky 

reprodukce, regulují homeostázu a metabolismus, udrņují hodnoty pH a rovnováhu tekutin 

a dodávají energii (Hopkins et al., 2019). 

K proteinům se kromě kolagenu, hedvábí, syrovátky řadí i kukuřičný protein zein, který 

byl pouņit v praktické části této práce. 

2.1.2 Zein 

Jedná se o protein získávaný z endospermu kukuřičných jader. Kukuřičný zein se skládá 

z monomerů a disulfidově vázaných oligomerů. Molární hmotnost bývá od 22 do 27 kDa 

a hodnota izoelektrického pH 6,228. Zein patří do rodiny prolaminů (Elzoghby et al., 

2015) Stejně jako u gliadinu je zeinový prolamin nerozpustný ve vodě, s výjimkou velmi 

nízkého nebo vysokého pH. Je rozpustný v binárních solventech obsahujících niņńí 

alifatické alkoholy (ethanol, methanol a isopropanol). Zein má amfifilní charakter, kde 

hlavní řetězec má polární aminokyseliny, ale postranní řetězce obsahují více neņ 50% 

nepolárních aminokyselin, včetně leucinu, isoleucinu, valinu, alaninu, fenylalaninu 

a glycinu. Nejběņnějńími zeinovými aminokyselinami jsou kyselina glutamová (glutamin) 

21-26 %, leucin (20 %), prolin (10 %) a alanin (10 %) (Shukla & Cheryan, 2001). 

Tento protein lze rozdělit na dvě hlavní frakce; α-zein, který obsahuje 80% dostupného 

prolaminu a je definován jako frakce rozpustná v 95% ethanolu, a β-zein, který je relativně 

nestabilní, ale rozpustný ve vodě. Komerční pouņití kukuřičného zeinu zahrnuje četné 

aplikace (např. řízené uvolňování, potahování, biodegradabilní filmy a plasty). Zeinové 

povlaky se tradičně pouņívají jako kyslíkové a lipidové bariéry pro ořechy, bonbóny, 

cukrářské výrobky a dalńí potraviny. Na čerstvé a suńené ovoce byly pouņity nátěry na bázi 

zeinů jako náhrada za ńelakové povlaky. Také se pouņívají jako vlasové fixační prostředky, 
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do ņvýkaček ńtítků, laků atd. V 70. letech 20. století bylo téměř 75% z 500 tun vyrobeného 

zeinu pouņito k potahování tablet (Pomes, 1971). 

Pro několik aplikací je ņlutá barva zeinu kvůli xanthofylům a karotenoidům neatraktivní. 

Bylo testováno několik způsobů zesvětlení barvy. Jedním ze způsobů, jak získat relativně 

bílý zein, je začít s voskovou kukuřicí, která obsahuje méně pigmentu a xanthofylu 

(Plackett, 2011). 

Prvním krokem při výrobě zeinu je extrakce z kukuřičné mouky nebo kukuřičného lepku 

za pouņití vhodného rozpouńtědla. Na základě převahy nepolárních aminokyselin v zeinu 

je moņné předpovědět, ņe rozpouńtědla pro zein by měla mít smíńené vlastnosti. Dill 

(1927) pouņil termín „kritická teplota peptizace― k popisu limitujících podmínek, pro které 

by byl zein rozpustný. Zein je povaņován za „rozpustný―, pokud se> 0,5% (hm./obj.)  

proteinu rozpustí v rozpouńtědle a vznikne vizuálně průhledný roztok při pokojové teplotě 

(20–25 °C).  

Nevodná rozpouńtědla pro zein jsou obvykle dvou typů: směs organické sloučeniny 

s vodou; nebo směs dvou bezvodých organických sloučenin. Vodné alkoholové roztoky 

byly ńiroce pouņívány pro komerční výrobu zeinu. Zein je rozpustný v 50–90% ethanolu, 

ale ne v bezvodých alkoholových roztocích (kromě methanolu). Zein je vńak 

dispergovatelný ve vysokých koncentracích alkoholu a v absolutním alkoholu, kdyņ jsou 

teploty nad normálním bodem varu rozpouńtědel. Podobně můņe být zein solubilizován 

ve 40% ethanolu při vysokých teplotách. Při niņńích koncentracích etanolu má zein 

tendenci denaturovat před dosaņením teplot poņadovaných pro jeho rozptylování. Zein je 

také rozpustný v ketonech (např. methylethylketon, aceton), amidových rozpouńtědlech 

(např. acetamid), ve vysokých koncentracích soli (NaCl, KBr), v esterech a glykolech. 

Chování rozpustnosti zeinu je znázorněno ve formě schématu ternární fáze. Při konstantní 

teplotě se rozpustnost zeinu mění mezi 2 a 60% (hmot./hmot.), V závislosti na koncentraci 

ethanolu. Při niņńích (<40%) a vyńńích (> 90%) koncentracích ethanolu se objevují dvě 

kapalné fáze, které obsahují zein, vodu a ethanol (Matsushima et al., 2001). 

Rozpustnost zeinu ve vodě můņe být zvýńena buď kyslou nebo alkalickou deamidací nebo 

enzymatickou modifikací. Kyselé nebo alkalické ońetření s HCI (pH <1) nebo NaOH (pH> 

12) se běņně pouņívají k přeměně aminokyselin glutaminu a asparaginu na kyselinové nebo 

solné formy (Funatsu a Shibata, 1998). Alkalická rozpustnost byla přičítána fenolické 

hydroxylové skupině aminokyseliny tyrosinu. Asi 25% aminokyselinových zbytků zeinu 

obsahuje amidovou skupinu a 10% zbytků v zeinu je prolin (bohatý na aminy/amidy). Zein 
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je tedy rozpustný i v amoniaku. Takové ońetření vńak spotřebovává velké mnoņství 

chemikálií nebo způsobuje významnou degradaci proteinu. Hydrolýza hydroxidy kovů 

alkalických zemin, jako je baryum, vápník, stroncium a lithium, má sklon degradovat méně 

bílkovin a poskytovat lepńí vlastnosti zeinových filmů (Shukla & Cheryan, 2001). 

Hydrolýza amidových skupin glutaminových a asparaginových zbytků na karboxylové 

skupiny solubilizuje zein při niņńím pH. Zeinové nebo deamidované peptidy zeinu mohou 

být také esterifikovány nebo reagovány s mastným alkoholem za vzniku esterů mastných 

kyselin nebo mastných acylovaných zeinů. Některé modifikované estery vykazují 

zvýńenou toleranci vůči uhlovodíkům (Pomes, 1971). Zein tvoří komplex sonikací se 

skupinou fosfatidové kyseliny lecitinu za vzniku komplexu zein-fosfatidátu rozpustného 

ve vodě, který vykazuje emulgační vlastnosti při ńirokém rozmezí pH. Tento komplex 

lze ńtěpit Pronasou E, aby se zvýńila jeho emulgační kapacita, čímņ se zvýńí vyuņití 

potravin. Podobně fosforylace pomocí POCI3 v přítomnosti esenciálních aminokyselin 

vede k 11násobnému zlepńení stravitelnosti (Matheis, 1991). 

Enzymatická hydrolýza je dalńím prostředkem ke zvýńení rozpustnosti zeinu ve vodných 

roztocích. Mannheim a Cheryan (1993) pouņili dvoufázovou sekvenční enzymatickou 

modifikaci s Alcalasou v kaņdé fázi a ultrafiltraci pro přípravu zeinu rozpustného ve vodě. 

Nová forma vykazuje zlepńené funkční vlastnosti, včetně rozpustnosti, pěny a adsorpce 

vlhkosti. Pokusy s jinými enzymy se setkaly s omezeným úspěchem (Mannheim 

& Cheryanm, 1993). 

Volba rozpouńtědla pro zein je určena nejen jeho rozpustností, ale také jeho gelovými 

charakteristikami. Čas potřebný k gelovatění závisí na rozpouńtědle, koncentraci 

rozpouńtědla (méně vody vede k pomalejńí gelaci), teplotě (vyńńí teploty podporují gelaci), 

pH a mechanickým faktorům podporujícím denaturaci proteinu. Vodné alkoholové 

disperze, obsahující <10% zeinu, gelují velmi pomalu, ale takové nízké koncentrace a 

jejich odpovídající nízké viskozity nejsou průmyslově příliń uņitečné. Větńina aplikací 

zeinu vyņaduje 20–40% koncentrací a taková řeńení budou pravděpodobně gelovat 

za méně neņ den. Primární rozpouńtědla poskytují lepńí ochranu proti gelovatění 

neņ rozpouńtědla obsahující vodu. Stabilita zeinu v roztoku je důleņitá pro úspěńné 

komerční aplikace a můņe být zvýńena začleněním třetí organické sloņky. Například 

zahrnutí 5% formaldehydu do acetonové vody nebo přidání kalafuny nebo ńelaku 

do roztoků alkoholu a vody nebo přidání stabilizátorů, jako je propylenglykol, podstatně 

zvýńila odolnost systému vůči gelaci. Podobně přidání triethanolaminu do systémů 
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alkohol-voda výrazně zvýńilo průhlednost filmů vytvořených ze směsí (Shukla & Cheryan, 

2001). 

Zeinové fólie se snadno odlévají z alkoholových roztoků s přidanými změkčovadly, jako je 

glycerol, polyethylenglykol nebo směsi. Jak bylo popsáno přidání změkčovadel 

a zesíťujících činidel se pouņívá k ovlivnění jak mechanických, tak bariérových vlastností. 

Kromě toho mohou být zeinové filmy tvořeny vytlačováním suchých pryskyřičných pelet 

(Plackett, 2011). 

2.2 Polysacharidy  

Polysacharidy jsou velké molekuly sestavené z mnoha monosacharidů. Speciální enzymy 

váņou tyto monomery a vytvářejí velké polysacharidy (Leung et al., 2006).  

2.2.1 Obecná charakteristika 

Polysacharidy mají obecný vzorec Cx(H2O)y, kde x je obvykle velké číslo mezi 200 a 2 500 

(Craddock, 2018). Polysacharid je velká molekula vyrobená z mnoha menńích 

monosacharidů. Speciální enzymy váņou tyto monomery a vytvářejí velké polysacharidy. 

Polysacharidem můņe být homopolysacharid, ve kterém jsou vńechny monosacharidy 

stejné, nebo heteropolysacharid, ve kterém se monosacharidy lińí. Polysacharidy mohou 

mít různé formy. Molekula s přímým řetězcem monosacharidů se nazývá lineární 

polysacharid, zatímco řetězec, který má postranní řetězce, je známý jako rozvětvený 

polysacharid (Leung et al., 2006). Se zvyńujícím se stupněm rozvětvení dochází 

k odpovídajícím změnám v takových fyzikálních vlastnostech, jako je rozpustnost ve vodě, 

viskozita a gelové chování (Stephen et al., 2006). Sloņitá interakce mezi jejich 

hydroxylovými skupinami (OH), dalńími postranními skupinami, konfiguracemi molekul 

a zúčastněnými enzymy ovlivňují výsledný produkovaný polysacharid (Lemarchand et al., 

2004). Se zvyńujícím se stupněm rozvětvení dochází k odpovídajícím změnám v takových 

fyzikálních vlastnostech, jako je rozpustnost ve vodě, viskozita a gelové chování (Stephen 

et al., 2006). Sloņité interakce mezi jejich hydroxylovými skupinami (OH), dalńími 

postranními skupinami, konfiguracemi molekul a zúčastněnými enzymy ovlivňují 

výsledný produkovaný polysacharid (Lemarchand et al., 2004).  

2.2.2 Funkce 

V závislosti na struktuře mohou mít polysacharidy v přírodě celou řadu funkcí. Některé 

polysacharidy se pouņívají pro ukládání energie, jiné pro odesílání buněčných zpráv a jiné 
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pro poskytování podpory buňkám a tkáním. Umoņňují také změny v koncentračním 

gradientu, coņ můņe ovlivnit absorpci ņivin a vody buňkou (Kruif & Tuinier, 2001). 

Mnoho polysacharidů se v buňce vyskytuje ve formě glykokonjugátu, kdyņ se kovalentně 

váņou na proteiny nebo lipidy. Glykolipidy a glykoproteiny mohou být pouņity k vysílání 

signálů mezi buňkami a uvnitř buněk. Imunitní systémy organismů jsou řízené 

rozpoznáváním glykoproteinů na povrchu buněk (Coviello et al., 2007). Jednou 

z největńích rolí polysacharidů je funkce stavební. Rostlinné buňky jsou tvořeny celulózou, 

hmyz a houby mají ve svých buňkách zase chitin. Do rostlinných sacharidů kromě celulózy 

se řadí ńkrob a jeho deriváty, algináty a arabská guma, do mikrobiálních se řadí např. 

curdlan, pullulan či xanthan. Z ņivočińných zástupců je to chitin a chitosan (Schmitt 

&Turgeon, 2011). 

2.2.3 Chitosan  

Chitin je po celulóze druhým nejhojnějńím přírodním polymerem na světě (Di Silvio, 

2009). Nachází se ve skořápkách korýńů a měkkýńů, v páteři chobotnic a kutikulách 

hmyzu, stejně jako v mořských rozsivkách, v prvocích a buněčné stěně několika druhů hub 

(Ivanova et al., 2014). Nejčastěji je získáván jako vedlejńí odpadní produkt z odvětví 

zpracování krabů, krevet a plazů (Plackett, 2011). Chemicky je chitin sloņený z N-acetyl-

glukosaminu a N-glukosaminových monomerů, které jsou spojeny glykosidickými 

vazbami (Lee et al., 2012). Tyto jednotky mohou být buď náhodně, nebo blokově 

distribuovány v biopolymerním řetězci. V závislosti na poměru N-acetylglukosaminu k N-

glukosaminu se polymer označuje buď jako chitin (počet jednotek N-acetyl-glukosaminu > 

50%, poly (N-acetyl-D-glukosamin)) nebo chitosan (počet N-glukosaminové jednotky > 

50%, poly (N-acetyl-D-glukosamin-cDD-glukosamin)) (Ivanova et al., 2014).  

Z chitinu se chemickou deacetylací získává kationtový, lineární (Poole-Warren et al., 

2016) semikrystalický (Lee et al., 2012) polysacharid (Lewis, 2010) chitosan. Stupeň 

deacetylace, označující volné aminové skupiny podél hlavního řetězce chitosanu, je 

klíčovým parametrem, jelikoņ mění jeho fyzikálně-chemické vlastnosti, jako je například 

rozpustnost, konformace řetězce, elektrostatické vlastnosti (Lee et al., 2012), hustota 

náboje, krystalinita a náchylnost k enzymatické degradaci (Di Silvio, 2009). V komerčních 

přípravcích bývá odstraněno 70 – 95 % acetylových skupin v hlavním řetězci polymeru 

(Lewis, 2010).  
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Chitin i chitosan před táním degradují, coņ je typické pro polysacharidy s rozsáhlou 

vodíkovou vazbou (Plackett, 2011). Vzhledem k silné vazbě vodíku, která existuje mezi 

jeho řetězci, je chitin nerozpustný ve větńině typických zpracovatelských rozpouńtědel, 

coņ omezuje jeho dostupnost a zpracovatelnost. Chitosan jako částečně N-deacetylovaný 

derivát chitinu je vńak snadno rozpustný (Ivanova et al., 2014) pouze ve vodných roztocích 

o pH <6,5 (Poole-Warren et al., 2016). Při pH nad 6,2 tvoří chitosanové roztoky 

hydratovanou gelovou sraņeninu. U člověka je chitosan enzymaticky degradován 

lysozomem (Poole-Warren et al., 2016), N-acetyl-D-glukosaminidázou a lipázami (Lee et 

al., 2012). Lysozym ńtěpí polymerní řetězec chitosanu a sniņuje jeho molekulovou 

hmotnost, dokud není dostatečně krátký, aby byl zpracován buňkami. Glukosaminy, 

konečné degradační produkty chitosanu, jsou netoxické, neimunogenní a nekarcinogenní. 

In vivo produkty konečné degradace procházejí normálními metabolickými cestami 

a mohou být během dýchání inkorporovány do glykoproteinů nebo vylučovány jako 

plynný oxid uhličitý (Lee et al., 2012). 

Ukázalo se, ņe chitosan je biologicky rozloņitelný, biologicky kompatibilní, netoxický 

a urychluje hojení ran (Lewis, 2010). Má řadu charakteristik, díky kterým je vhodný 

k implantaci, jako je vyvolání minimální reakce na cizí těleso, antibakteriální povaha 

a schopnost formovat se do vysoce porézních struktur s různou geometrií vhodných 

pro růst buněk a osteokondukci (Lee et al., 2012). Ze studií vyplývá, ņe je bezpečný 

pro pouņití ve farmacii jako pomocné látky. Protoņe chitosan vykazuje velký příslib 

v řízeném uvolňování, je tento materiál stále více vyuņíván pro vývoj nanočástic 

a mikročástic pro dodávání léčiv, genovou terapii a regenerativní medicínu (Di Silvio, 

2009). Ukázalo se, ņe chitosan i chitosan modifikovaný aniontovými polymery jsou 

vynikajícími kandidáty na opravu perforovaných tympanických membrán (Ivanova et al., 

2014). 

Chitosanové gely jako podpora imobilizace enzymů mají obecně velký potenciál 

pro mnoho aplikací, včetně biosenzorů pro měření in situ látek znečińťujících ņivotní 

prostředí a pro kontrolu metabolitů v umělých orgánech. Tato technika můņe být uņitečná 

pro odstranění ńkodlivých látek z odpadních vod ve vinařském, cukrovém a mléčném 

průmyslu (Plackett, 2011). Chitosan, kolagen a glykosaminoglykany byly pouņity 

v kombinaci za vzniku degradovatelného hydrogelu pro nahrazení rohovky (Chirila, 2010). 

Chitosan je schopen tvořit filmy bez přidání změkčovadel. Chitosanové filmy se vyznačují 

nízkou propustností pro kyslík a vykazují vynikající mechanické vlastnosti (Plackett, 
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2011). Hlavní nevýhodou chitosanových filmů je jejich vysoká citlivost na vlhkost. 

Funkční vlastnosti chitosanových filmů byly zlepńeny, kdyņ byly kombinovány s jinými 

sloučeninami vytvářejícími film (Plackett, 2011). Chitosanový film byl testován na rychle 

se kazících výrobcích. Zkoumání povlaků chitosanu za účelem kontroly rozkladu 

minimálně zpracovaného ovoce a zeleniny (jahody a salát) ukázalo, ņe přítomnost filmu 

na salátu vyvolala vývoj hořké chuti a omezený antimikrobiální účinek (4 dny), ale účinek 

byl zachován na jahody po dobu 12 dnů bez senzorických změn. Obecně se ukázalo, ņe 

potahování ovoce polopropustnými fóliemi zpomaluje zrání modifikací hladiny 

endogenního CO2, O2 a ethylenu v ovoci (Plackett, 2011). V nedávné době byl chitosan 

navrņen jako povlak pro obal Tetra Brik pro uchovávání polévky (Plackett, 2011). 

Chitosan můņe být pouņit v zemědělství také jako povlak pro řízené uvolňování hnojiv, 

pesticidů, herbicidů, nematocidů a insekticidů v půdě a jako způsob sniņování ńkod 

na ņivotní prostředí způsobených nadměrným pouņíváním agrochemikálií. Potahování 

semen a listů chitosanovými filmy můņe také zabránit mikrobiálním infekcím a indukovat 

geny v rostlinách, které napomáhají odolnosti chorobám (Plackett, 2011). Chitosan jako 

takový má významný potenciál pro adsorpci kovových iontů, barviv a proteinů a jako silné 

chelatační činidlo, které tvoří komplexy s přechodnými kovy a těņkými kovy (Ivanova 

et al., 2014). 

Ńirokospektrální antimikrobiální a antifungální účinky chitinu, chitosanu a jejich derivátů 

proti různým skupinám mikroorganismů byly komplexně popsány (Ivanova et al., 2014). 

Bylo zjińtěno, ņe chitosan vykazuje antimikrobiální účinek proti ńirokému spektru 

mikroorganismů - grampozitivním a gramnegativním bakteriím, kvasinkám a houbám 

vytvářejícím hyfy. To je zvláńtě zajímavé pro potravinářský průmysl, protoņe chitosan je 

schopen u plísní potlačit sporulaci a klíčení spor (Poole-Warren et al., 2016). 

Antimikrobiální účinnost chitosanu je větńí neņ účinnost chitinu v důsledku kationtové 

povahy glukosaminové sloņky chitosanu při pH 6. Kladně nabité aminoskupiny 

glukosaminových jednotek interagují s negativně nabitými sloņkami v mikrobiálních 

buněčných membránách, mění jejich bariérové vlastnosti a tím zabraňují vstupu ņivin, 

případně způsobují prasknutí buněčné membrány, únik intercelulárního obsahu a nakonec 

buněčnou smrt (Ivanova et al., 2014). Dalńí uváděný mechanismus zahrnuje pronikání 

chitosanu s nízkou molekulovou hmotností do buněk, navázání na DNA a následnou 

inhibici syntézy RNA a proteinů (Plackett, 2011), coņ vede k buněčné dysfunkci a smrti 

(Ivanova et al., 2014) 
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Byla zjińtěna korelace mezi dostupností kyseliny teichoové, esenciálního polyaniontového 

polymeru buněčné stěny grampozitivních bakterií, na citlivost S. aureus vůči chitosanu. 

Při srovnání různých mutantů byl bakteriální kmen s chybějícími nebo redukovanými 

částmi kyseliny teichoové a následně méně negativně nabitými buněčnými stěnami 

nejodolnějńí vůči chitosanu (aņ pětinásobně vyńńí minimální inhibiční koncentrace (MIC) 

ve srovnání s divokým kmenem). Naopak mutant, který postrádal D-alaninovou modifikaci 

v kyselině teichoové, vykazoval vyńńí negativní náboj a byl téměř stokrát citlivějńí 

k chitosanu shodnotou MIC pouze 0,9 mg/ml. Podobné nálezy byly pozorovány za pouņití 

mutanta Salmonella typhimurium (Poole-Warren et al., 2016).  
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3  ANTIMIKROBIÁLNÍ LÁTKY 

Antimikrobiální látky jsou sloučeniny schopné lokálně usmrcovat bakteriální buňky, 

inhibovat nebo zpomalovat jejich růst. Látky působící antimikrobiálně mohou být čistě 

přírodní produkty (např. aminoglykosidy), chemicky modifikované přírodní látky, které 

zahrnují větńinu dnes pouņívaných antibiotik (např. beta-laktamy a cefalosporiny) nebo 

zcela syntetické sloučeniny. Ačkoli dosud dostupné antimikrobiální látky jsou chemicky 

různorodé, patogenní mikroorganismy jsou schopné vyvinout proti nim mechanismy 

rezistence, coņ je důsledkem rozsáhlého zneuņití antimikrobiálních látek jak v zemědělství, 

tak v oblasti zdravotnictví (Adzitey, 2015). 

3.1 Klasifikace antimikrobiálních látek 

Antimikrobiální látky lze klasifikovat do pěti skupin: druh účinku, zdroje, spektra aktivity, 

chemické struktury a funkce (Adzitey, 2015). Rozdělení na základě druhu účinku lze 

antibakteriální látky klasifikovat na bakteriostatické a baktericidní. Antibakteriální látky, 

které ničí bakterie zacílením na buněčnou stěnu nebo buněčnou membránu bakterií, se 

nazývají baktericidní a ty, které zpomalují nebo inhibují růst bakterií, se označují jako 

bakteriostatické. Fenomén inhibice bakteriostatických látek ve skutečnosti zahrnuje 

inhibici syntézy proteinů nebo některých bakteriálních metabolických drah (Aminov, 

2010). Dělení podle zdroje objasňuje, odkud byla daná látka získána. Zda z přírodních 

zdrojů - bakterií, plísní, rostlin, ņivočichů nebo jsou to chemicky pozměněné přírodní 

produkty či zcela syntetické (Oloke, 2000). Na základě účinku mohou být antimikrobiální 

látky rozdělené na ty s úzkým nebo ńirokým spektrem účinku. Látky s úzkým spektrem 

působí např. pouze proti grampozitivním nebo pouze proti gramnegativním bakteriím. 

Ńirokospektrální látky tedy zasahují ńiroké rozpětí mikroorganismů. Antibakteriální látky 

s úzkým spektrem jsou obvykle preferovány před ńirokospektrálními látkami (Carbon & 

Isturiz, 2002). 

Co se týká chemické struktury, pak platí, ņe podobné strukturální jednotky mají podobné 

vzorce toxicity, účinnosti a dalńí související vlastnosti. Klasifikace antibakteriálních látek 

na základě jejich chemické struktury je nejpřesnějńí a tudíņ nejrozsáhlejńí, proto je 

rozebráno detailně níņe (Kotra et al., 2000). 
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3.1.1 Polyfenoly 

Polyfenoly jsou sekundární metabolity rostlin a obvykle se podílejí na obraně 

proti ultrafialovému záření nebo patogenům. V posledním desetiletí vzrostl zájem o moņné 

zdravotní benefity rostlinných polyfenolů ve funkci antioxidantu. Epidemiologické studie 

a související metaanalýzy silně naznačují, ņe dlouhodobá konzumace potravin bohatých 

na rostlinné polyfenoly nabízí ochranu před rozvojem rakoviny, kardiovaskulárních 

chorob, cukrovky, osteoporózy a také neurodegenerativních chorob (Vissers et al., 2002). 

U různých druhů rostlin bylo identifikováno více neņ 8 000 polyfenolických sloučenin. 

Vńechny rostlinné fenolové sloučeniny pocházejí z meziproduktu metabolismu 

fenylalaninu nebo blízkého prekurzoru, kyseliny shikimové. Primárně se vyskytují 

v konjugovaných formách, s jedním nebo více zbytky cukru navázanými na hydroxylové 

skupiny, ačkoli existují také přímé vazby cukru (polysacharid nebo monosacharid) 

na aromatický uhlík. Běņné je také spojení s jinými sloučeninami, jako jsou karboxylové 

a organické kyseliny, aminy, lipidy a vazba s jinými fenoly. Polyfenoly mohou být 

klasifikovány do různých skupin v závislosti na počtu fenolických kruhů, které obsahují, 

a na základě strukturálních prvků, které tyto krouņky spojují. Mezi hlavní třídy patří 

fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbenes a lignany (Michalowicz et al., 2007). 

3.1.2 Alkaloidy 

Alkaloidy jsou látky produkované rostlinami. Rostliny obsahují více druhů alkaloidů. 

Obsah alkaloidů závisí na věku rostliny, regionu, klimatu a ročním období. Řasy 

a mechorosty neprodukují alkaloidy, houby je produkují zřídka. Naopak vysoký obsah 

alkaloidů je v čeledích Solanaceae (solanin, nikotin, hyoscyamin, atropin), Rubiaceae 

(kofein, chinin) a Papaveraceae (morfin, papaverin, kodein, narcein atd.). Nejdůleņitějńími 

alkaloidy jsou: coniin, nikotin, tropan, atropin, kokain, chinin, papaverin, morfin, kodein, 

strychnin, kofein a dalńí. Jedním z nejznámějńích alkaloidů je silný jed curare ochromující 

nervový systém. Vykazují účinky na lidi a zvířata a pouņívají se v terapii jako narkotika 

ke zklidnění (Ferdes, 2018).  

Chemicky jsou alkaloidy velkou a strukturálně různorodou skupinou sloučenin 

obsahujících dusík (jeden nebo více atomů dusíku v heterocyklickém kruhu). Alkaloidy se 

mohou vyskytovat jako monomery, dimery, trimery nebo tetramery. Podle své chemické 

struktury se alkaloidy dělé do dvou skupin, heterocyklických alkaloidů 

a neheterocyklických alkaloidů. Heterocyklické alkaloidy se dělí podle své kruhové 
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struktury do několika tříd monomerních alkaloidů (např. pyrrolové, pyrrolidinové, 

pyridinové, piperidinové, indolové, chinolinové, isochinolinové alkaloidy) (Casciaro et al., 

2019). Vysoce nenasycené rovinné kvartérní alkaloidy mají schopnost interkalovat s DNA 

a modifikovat nukleotidové sekvence (Ferdes, 2018). 

Alkaloid chinin má baktericidní účinky na E. coli, Klebsiella pneumonia a S. aureus. 

Změna funkčních skupin u substituce chloru v poloze C derivátů kumarinu vykazovala 

dobrou účinnost proti S. aureus, ale nikoli B. subtilis. Bylo také zjińtěno, ņe dalńí 

dimethylaminoskupina na kumarinové sloučenině zvyńuje baktericidní vlastnosti proti S. 

aureus a B. subtilis (Antika et al., 2020). Extrakt z listů Zapoteca portoricensis má 

antibakteriální účinek proti grampozitivním bakteriím S. aureus, Streptococcus pyogenes, 

Klebsiella pneumoniae a gramnegativní E. coli a P. aeruginosa (Ferdes, 2018). 

3.1.3 Terpeny  

Terpeny jsou sekundární metabolity vznikající v důsledku enzymatických rozkladů 

primárních metabolitů (aminokyselin, cukrů, vitamínů atd.). Terpeny patří k největńí třídě 

sekundárních metabolitů a sestávají v podstatě z pěti isoprenových jednotek uhlíku, které 

jsou navzájem spojeny (mnoho isoprenových jednotek). Terpeny jsou jednoduché 

uhlovodíky, zatímco terpenoidy jsou modifikovanou třídou terpenů s různými funkčními 

skupinami a oxidovanou methylovou skupinou přesunutou nebo odstraněnou v různých 

polohách. Terpenoidy se dělí na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, sesterpeny 

a triterpeny v závislosti na svých uhlíkových jednotkách. Větńina terpenoidů s různou 

strukturou je biologicky aktivní a celosvětově se pouņívají k léčbě mnoha nemocí. Mnoho 

terpenoidů inhibovalo různé lidské rakovinné buňky a pouņívá se jako protirakovinová 

léčiva, jako je taxol a jeho deriváty. Terpeny a jejich deriváty se rovněņ pouņívají 

jako antimalarika. Terpenoidy hrají rozmanitou roli v oblasti potravin, léčiv, kosmetiky, 

hormonů, vitamínů atd. (Paduch et al., 2007). 

3.2 Esenciální oleje 

Esenciální oleje (nazývané také těkavé nebo éterické oleje) jsou aromatické olejovité 

kapaliny získané z rostlinného materiálu (květiny, pupeny, semena, listy, větvičky, kůra, 

byliny, dřevo, ovoce a kořeny). Mohou být získány lisováním, fermentací, enfleuráņí 

nebo extrakcí. Pro komerční účely je vńak nejčastěji vyuņívána metoda destilace. Je známo 

asi 3 000 esenciálních olejů, z nichņ asi 300 je komerčně nejvýznamnějńích v podobě 
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příchutí či vůní. Antimikrobiální vlastnosti těchto látek jsou zkoumány jiņ od poloviny 

minulého století (Guenther, 1948; Boyle, 1955; Shelef, 1983; Nychas, 1995). 

3.2.1 Mechanismus účinku esenciálních olejů 

Fyziologická role esenciálních olejů dosud nebyla zcela nepochopena. Zdá se, ņe 

mechanismus antimikrobiálního působení má vztah k velkému počtu sloņek v esenciálních 

olejích namísto pouze specifických bioaktivních metabolitů, coņ můņe vést k obtíņné 

identifikaci (Carson et al. 2002; Burt 2004). Antimikrobiální účinky esenciálních olejů 

jsou obecně popsány ve třech fázích. Za prvé, esenciální oleje se ńíří na buněčné stěně 

bakterie zvyńují propustnost membrány, coņ vede k následné ztrátě buněčných komponent. 

Druhá odpovídá acidifikaci uvnitř buňky, která blokuje produkci buněčné energie (ATP) 

v důsledku ztráty iontů, kolapsu protonových pump a sníņení membránového potenciálu. 

Poslední fází je pońkození nukleové kyseliny, které má za následek smrt bakterií. Některé 

studie dále uvádějí, ņe esenciání eleje mohou také koagulovat cytoplazmu a pońkodit 

lipidy, proteiny, buněčné stěny a membrány, coņ můņe následně vést k úniku 

makromolekul a rozpadu buněk (Cox et al. 2000; Lambert et al., 2001; Saad et al., 2013).  

Rozdíl v účincích mezi grampozitivními a gramnegativními bakteriemi je zaloņen 

na rozdílu ve sloņení buněčné stěny. Struktura stěny grampozitivních bakterií je 

homogenní s tlouńťkou pohybující se od 10 do 80 nm; je bohatá na kyselinu teichoovou 

ale chudá na lipidy (<2 %). Naopak struktura stěny gramnegativních bakterií je sloņitějńí 

s tlouńťkou asi 10 nm a je bohatá na lipidy (10–22 %) (Li, 2014). U esenciálních olejů bylo 

obecně pozorováno, ņe jsou aktivnějńí proti grampozitivním bakteriím neņ gramnegativním 

bakteriím, i kdyņ existují určité výjimky (Oussalah et al. 2007). 

3.2.2 Složení esenciálních olejů 

Destilace parou je nejčastěji pouņívanou metodou pro produkci esenciálních olejů 

pro komerční účely. Extrakce pomocí kapalného oxidu uhličitého při nízké teplotě 

a vysokém tlaku vytváří přirozenějńí organoleptický profil, ale je mnohem draņńí. Rozdíl 

v organoleptickém profilu naznačuje rozdíl ve sloņení olejů získaných extrakcí 

rozpouńtědlem oproti destilaci, coņ můņe také ovlivnit antimikrobiální vlastnosti. Zdá se, 

ņe to potvrzuje skutečnost, ņe bylinné esenciální oleje extrahované hexanem vykazují větńí 

antimikrobiální aktivitu neņ stejné esenciální oleje destilované v páře (Packiyasothy & 

Kyle, 2002). Sloņení esenciálních olejů (Tabulka 1) z konkrétního druhu rostliny se můņe 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 39 

 

lińit mezi obdobím sklizně a mezi geografickými zdroji, proto je pro účely experimentů 

vhodné vybírat stabilní odrůdy. p-Cymen (1-methyl-4- (1-methylethyl) -benzen) a y-

terpinen (1-methyl-4- (1-methylethyl) -1,4-cyklohexadien) jsou předchůdci karvacrolu (2-

methyl) -5- (1-methylethyl) fenol) a thymolu (5-methyl-2- (1-methylethyl) fenolu) u rodů 

Origanum a Thymus (Delaquis et al., 2002; Burt, 2004).  

Tabulka 1 Sloņení vybraných esenciálních olejů 

Český název Latinský název Hlavní komponenty Přibližná 

koncentrace [%] 

Koriandr 

listy 

Coriandrum sativum Linalool 26% 

E-2-decanal 20% 

Koriandr 

semena 

Coriandrum sativum Linalool 70% 

E-2-decanal – 

Skořice Cinnamomum zeylanicum Trans-cinnamaldehyd 65% 

Oregano Origanum vulgare Karvacrol Stopa-80% 

Thymol Stopa-64% 

γ-Terpinen 2–52% 

p-Cymen Stopa-52% 

Rozmarýn Rosmarinus officinalis α-pinen 2–25% 

Bornyl acetát 0–17% 

Kafr 2–14% 

1, 8-cineol 3–89% 

Ńalvěj Salvia officinalis L. Kafr 6–15% 

α-pinen 4–5% 

β-pinen 2–10% 

1,8-cineol 6–14% 

α-tujon 20–42% 

Hřebíček Syzygium aromaticum Eugenol 75–85% 

Eugenyl acetát 8–15% 

Tymián Thymus vulgaris Thymol 10–64% 

Karvacrol 2–11% 

γ-Terpinen 2–31% 

p-Cymen 10–56% 
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Bylo zjińtěno, ņe součet mnoņství těchto čtyř sloučenin přítomných v rostlinách řeckého 

oregana je téměř stejný ve vzorcích pocházejících z různých geografických oblastí 

a zůstává stabilní v rostlinách sklizených v různých ročních obdobích. Totéņ platí 

o Thymus vulgaris z Itálie. Obecně lze konstatovat, ņe esenciální oleje produkované z bylin 

sklizených během nebo bezprostředně po rozkvětu mají nejsilnějńí antimikrobiální aktivitu. 

Sloņení esenciálních olejů z různých částí téņe rostliny se také můņe velmi lińit. Například 

esenciální olej získaný ze semen koriandru má zcela odlińné sloņení neņ esenciální olej 

z koriandru, který se získává z nezralých listů téņe rostliny (Delaquis et al., 2002; Burt, 

2004). 

Botanickým zdrojem tymiánu je bylina Thymus vulgaris (Lamiaceae), ze které se získává 

parní destilací čerstvé byliny v květu. Jedná se o čirou tekutinu s mírně sladce bylinkovým 

zápachem s jemným čerstvým podtextem. Typickými sloņkami jsou monoterpenoly 

(včetně linaloolu 60–80%, terpinen-4-olu, geraniolu, terpineolu), estery (včetně 

linalyl/terpenyl/geranyl acetátu), oxidy (včetně oxidu linaloolu), ketony (včetně kafru) 

sesquiterpeny caryophyllen and humulen, monoterpeny, thymol, karvacrol, 1,8-cineol 

(Holmes, 2016). 

Hlavními antimikrobiální sloņkami tymiánu a oregana jsou thymol, karvakrol, γ-terpinen a 

p-cymen (Tabulka 1). Thymol (5-methyl-2-isopropylfenol) (Obrázek 4) je běņnou součástí 

éterických olejů extrahovaných z tymiánu a oregana. Díky thymolu získávají tyto oleje 

antimikrobiální vlastnosti. Kromě toho se tento aromatický alkohol v současné době 

pouņívá ve spojení s chlorhexidinem k potlačení orálních bakterií. Předpokládá se, ņe 

thymol sniņuje enzymatickou aktivitu a naruńuje membránovou integritu změnou 

proteinových reakcí. Předchozí studie ukázaly, ņe thymol inhibuje grampozitivní a 

gramnegativní bakterie, včetně orálních selenomonád a streptokoků (Guarda et al., 2011). 

Thymol i karvakrol, dalńí antimikrobiální sloņka těchto olejů, způsobují rupturu vnějńí 

lipopolysacharidové vrstvy, coņ má za následek částečnou dezintegraci vnějńí membrány 

(Kalemba, Kunicka, 2003). Minimální inhibiční koncentraci pro kmeny S. aureus byla 

stanovena 140 μg/ml a Pseudomonas aeruginosa 385 μg/ml. (Lambert et al., 2001). 
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Obrázek 4 Chemická 

struktura thymolu 

(Merck, 2020) 

Karvacrol (2-p-kymenol nebo 5-isopropyl-2-methylfenol) (Obrázek 5) je jednou z hlavních 

sloņek esenciálních olejů některých členů Labiatae (Laminaceae), jako je oregano, tymián 

a jejichņ obsah můņe dosáhnout aņ 86%. Těkavé oleje některých jehličnanů také obsahují 

karvacrol. Bylo prokázáno, ņe antioxidační aktivita esenciálních olejů výńe uvedených 

bylin je způsobena karvacrolem, jeho izomerem thymolem a některými dalńími fenoly. 

Antivirová aktivita byla pozorována u vńech esenciálních olejů obsahujících karvacrol jako 

hlavní sloņku, ale pouze velmi nízká antivirová aktivita byla pozorována pro karvacrol 

samotný. Studie antimikrobiální aktivity karvacrolu, které byly provedeny, ukázaly, ņe má 

ńiroké spektrum antimikrobiální aktivity proti téměř vńem testovaným gram-pozitivním 

a gram-negativním bakteriím (Baser, 2008). Byly publikovány hodnoty minimální 

inhibiční koncentrace karvacrolu u bakterie S. aureus 1700 μg/ml, a u E. coli 1200 μg/ml 

(Veldhuizen et al., 2006). 

 

Obrázek 5 Chemická 

struktura karvacrolu 

(Merck, 2020) 

γ-Terpinen (Obrázek 6) je monoterpen a hlavní sloņka éterických olejů vyrobených 

z citrusových plodů a vykazuje silnou antioxidační aktivitu v různých testovacích 
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systémech. Rostlinná γ-terpinen syntáza je členem rodiny monoterpenových cykláz, která 

produkuje specifický monoterpen prostřednictvím cyklizace geranyl difosfátu (Azizi et al., 

2009). 

 

Obrázek 6 Chemická struktura 

γ-terpinenu (Merck, 2020) 

Biologický prekurzor karvacrolu, p-cymen (1-methyl-4- (1-methylethyl) -benzenu) 

(Obrázek 7) je méně antimikrobiální neņ karvacrol, je-li pouņit samostatně. p-Cymen 

postrádá hydroxylovou skupinu, o které se předpokládá, ņe hraje důleņitou roli 

v antimikrobiální aktivitě. Byla hláńena synergie mezi karvacrolem a p-cymenem proti 

Bacillus cereus in vitro a v rýņi (Bagamboula et al., 2004). Cristani et al. (2007) zkoumali 

inhibiční účinek p-cymenu na kmeny S. aureus a E. coli a zjistili, ņe p-cymen inhibuje  

S. aureus při 1250 μg/ml a E. coli aņ při 2500 μg/ml. 

 

Obrázek 7 Chemická struktura 

p-cymenu (Merck, 2020) 

Skořicový olej je získáván pomocí destilace vodní parou z kůry či listů stromu 

Cinnammomum zeylanicum (čeleď Lauraceae). Oleje získané z kůry a listů se lińí 

předevńím chemickým sloņením a organoleptickými vlastnostmi. Cinnamalaldehyd, 

eugenol, α-pinen β-karyofylen, p-cymen, linalool, 3-fenylpropanal, benzaldehyd, 

kuminaldehyd, furfural nonnanal, amylmethylketon se nachází v kůře skořicovníku. 

V listech se vyskytují látky jako α-pinen, dipenten, linalool, geraniol, borneol, α-terpineol 

a jeho estery, cinnamaldehyd, benzylbenzoát, benzylaldehyd, cinnamylalkohol, mentenon, 

safrol, eugenol (Vonáńek et al., 1987). Hlavní antimikrobiální sloņka skořice je trans-

cinnamaldehyd (CIN, 3-fenyl-2-propenal) (Obrázek 8). 
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Běņně se pouņívá v potravinách a nápojích jako vonná sloņka. Pouņívá také k aromatizaci 

a jako agrichemická, antimikrobiální a protirakovinná činidla. Jeho pouņití je vńak 

omezeno jeho nerozpustností ve vodě (Hill et al., 2013). Například ve studii zeleninových 

a ovocných dņusů s obsahem trans-cinnamaldehydu dońlo k redukci bakterie E. coli (Pan 

et al., 2014). 

 

Obrázek 8 Chemická struktura 

trans-cinnamaldehydu (Merck, 

2020) 

3.3 Hodnocení antimikrobiálního účinku 

Diagnostika se provádí in vitro stanovením minimální inhibiční koncentrace (MIC) 

a minimální baktericidní koncentrace (MBC). MIC je definována jako nejniņńí koncentrace 

antimikrobiální sloņky nebo činidla, které je bakteriostatické (zabraňuje viditelnému růstu 

bakterií). MIC se pouņívají k hodnocení antimikrobiální účinnosti různých sloučenin 

měřením účinku klesajících koncentrací antibiotik/antiseptik po definované období 

z hlediska inhibice růstu mikrobiální populace. Tato hodnocení mohou být docela uņitečná 

během fáze výzkumu a vývoje produktu pro stanovení vhodných koncentrací 

poņadovaných v konečném produktu, protoņe koncentrace léčiva potřebná k vyvolání 

účinku je obvykle několiksetkrát aņ tisíckrát menńí neņ koncentrace zjińtěná v konečné 

dávce (Andrews, 2001). 

Různé koncentrace sloučenin se inokulují kultivovanými bakteriemi a výsledky se měří 

za pouņití ředění agarem nebo ředěním bujónu (makro nebo mikro), aby se stanovilo, 

na jaké úrovni je stanoven koncový bod MIC. Testování citlivosti se obvykle provádí 

pomocí organismů, které přispívají k infekčnímu procesu vyņadujícímu antimikrobiální 

chemoterapii. Běņně pouņívaný koktejl patogenních bakterií je známý jako ESKAPE 

(Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter). Bakterie ESKAPE jsou rezistentní a jsou 

povaņovány za hlavní příčinu nozokomiálních infekcí. Mohou být pouņity i jiné 
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organismy, jako jsou aerobní nebo anaerobní bakterie, kvasinky nebo vláknité houby, 

buď samotné nebo ve více kombinacích (Hannan, 2000; Santajit & Indrawattana, 2016).  

MBC je nejniņńí koncentrace antibakteriálního činidla potřebná k usmrcení bakterie 

po pevně stanovené, poněkud prodlouņené období, například 18 hodin nebo 24 hodin, 

za specifického souboru podmínek. Můņe být stanoveno subkultivací na agarové plotny, 

které neobsahují testovanou látku. MBC je identifikována stanovením nejniņńí koncentrace 

antibakteriálního činidla, které sniņuje ņivotaschopnost původního bakteriálního inokula 

o ≥ 99,9%. MBC je komplementární k MIC; zatímco test MIC prokazuje nejniņńí 

koncentraci antimikrobiálního činidla, která výrazně inhibuje růst, MBC prokazuje nejniņńí 

koncentraci antimikrobiálního činidla, coņ má za následek mikrobiální smrt. Jinými slovy, 

pokud MIC vykazuje inhibici, nanesení bakterií na agar můņe stále vést k proliferaci 

organismu, protoņe antimikrobiální látka nezpůsobila smrt. Antibakteriální látky jsou 

obvykle povaņovány za baktericidní, pokud MBC není více neņ čtyřnásobek MIC. 

Testování MBC můņe být dobrým a relativně levným nástrojem pro souběņné vyhodnocení 

účinnosti několika antimikrobiálních látek (Odumosu et al., 2019). 
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  II. PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 CÍLE PRÁCE 

Cílem této práce bylo připravit řady kombinací směsí biopolymerů (roztoky/filmy) 

o různých poměrech zeinu a chitosanu s různými koncentracemi látek s antimikrobiálním 

účinkem – thymolu, tymiánového, oregánového, skořicového eleje a tyto směsi následně 

charakterizovat pomocí fyzikálně-chemických metod a stanovit zeta potenciál, pH, 

průměrnou velikost částic, vizuálně hodnotit, stanovit jejich antimikrobiální účinky vůči 

grampozitivním, gramnegativním bakteriím, kvasinkám a plísním a dynamiku uvolňování 

aktivní látky. 
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5 MATERIÁL A METODY 

5.1 Pomůcky a přístroje 

• Analytické váhy Sartorius Basic (Sartorius AG, Německo) 

• Magnetické míchadlo Hei-Standard (Heidolph, Německo) 

• Bateriový pH metr CPH 51 s kombinovanou elektrodou HC 103 (Elteca s.r.o., Česká 

republika) 

• Suńárna (ETA, Česká republika) 

• Chladnička (Ardo, Česká republika) 

• Parní sterilizátor Varioklav 75S (Labortechnik AG, Německo) 

• Detektor intenzity rozptylu světla ZETASIZER Nano Series ZS 90 (Malvern Instruments 

Limited, Velká Británie) 

• Laboratorní inkubátor (Memmert, Německo) 

• Densi - La – Meter (Erba Lachema, Česká republika) 

• Laboratorní třepačka Vortex (Heidolph, Německo) 

• Automatické pipety (Eppendorf, Německo) 

• Ultrazvuková lázeň (Kraintek Czech, Česká republika) 

• Spektrofotometr TECAN Sunrise pro mikrotitrační destičky (Tecan, USA) 

• Laminární box (Clean Air, Nizozemsko) 

• Plastové zkumavky, kladívko, raznice, prkénko, sterilní disky, kyvety, reagenční lahve, 

filtr 0,2 μm, injekční stříkačka, stojánky 

• Standardní 96-jamková mikrodestička (Gama, Česká republika) 

• Laboratorní sklo 

• Základní laboratorní pomůcky 

5.2 Chemické látky 

• Zein (TCI, Japonsko)  

• Chitosan - střední molekulová hmotnost, stupeň deacetylace 87 % (Sigma-Aldrich, USA) 
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• Thymol (Sigma-Aldrich, USA)  

• Tymián /Thymus vulgaris/- Ńpanělsko (Nobilis Tilia, Česká republika) 

• Skořice- kůra /Cinnamomum zeylanicum/- Německo (Nobilis Tilia, Česká republika) 

• Oregano (Dobromysl) /Origanum vulgare/- Rumunsko (Nobilis Tilia, Česká republika) 

• Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)  

• Kyselina octová ledová (C2H4O2) (PENTA Chemicals, Česká republika) 

• Absolutní ethanol (PENTA Chemicals, Česká republika)  

• Chlorid sodný (NaCl), (PENTA Chemicals, Česká republika) 

• Chlorid draselný (KCl) (PENTA Chemicals, Česká republika) 

• Hydrogenfosforečnan sodný /Na2HPO4/ (Sigma-Aldrich, USA) 

• Dihydrogenfosforečnan draselný /KH2PO4/ (Sigma-Aldrich, USA)  

• Kyselina chlorovodíková (HCl) (PENTA Chemicals, Česká republika) 

• Müller-Hinton (HiMedia, Indie) 

• Sabouraud (HiMedia, Indie) 

5.3 Příprava roztoků a médií 

5.3.1 Příprava zásobního roztoku chitosanu  

Bylo připraveno 100 ml 0,5% roztoku naváņením přísluńeného mnoņství chitosanu 

(s přesností na 0,0001 g) a smícháním s 1% roztokem kyseliny octové. Roztok byl umístěn 

do ultrazvukové lázně (30 minut, teplota 40 °C), a poté byl míchán asi 4 hodiny 

na magnetickém míchadle do úplného rozpuńtění. 

5.3.2 Příprava zásobního roztoku zeinu 

Roztok zeinu (0,5%) byl připraven naváņením 0,5 g zeinu na analytických vahách 

s přesností na 0,0001 g a smícháním se 75% ethanolem. S vyuņitím magnetického 

míchadla byl roztok rozpuńtěn, následně převeden do 100ml odměrné baňky a doplněn 

po rysku.  

Obdobně byly připraveny i zásobní roztoky 2, 5, a 10% zeinu v 75% roztoku ethanolu 

naváņením přísluńných mnoņství zeinu (2, 5 a 10 g). 
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5.3.3 Příprava zásobního roztoku thymolu   

Roztok thymolu o koncentraci 20 % byl připraven naváņením 20 g thymolu s přesností 

na 0,0001 g, rozpuńtěním v absolutním ethanolu, převedením do 100ml odměrné baňky 

a doplněním po rysku.   

5.3.4 Příprava roztoku Tween 20   

Pro přípravu 5% roztoku bylo naváņeno 0,25 g tenzidu Tween 20 s přesností na 0,0001 g. 

Naváņka byla rozpuńtěna v 75% ethanolu, následně převedena do 5ml odměrné baňky 

a doplněna po rysku. 

5.3.5 Příprava fyziologického roztoku 

Na přípravu fyziologického roztoku bylo naváņeno 8,5 g NaCl (s přesností na 0,1 g), 

rozmícháno v destilované vodě a doplněno po rysku v 1000ml odměrné baňce. Sterilizace 

proběhla při teplotě 121 °C po dobu 20 minut v reagenčních lahvích. 

5.3.6 Příprava fosfátového pufru  

Fosfátový pufr byl, za pomoci magnetického míchadla, připraven rozpuńtěním 8 g chloridu 

sodného, 0,2 g chloridu draselného, 1,44 g hydrogenfosforečnanu sodného a 0,24 g 

dihydrogenfosforečnanu draselného v 800 ml destilované vody. Po úplném rozpuńtění bylo 

změřeno pH roztoku a upraveno pomocí kyseliny chlorovodíkové na hodnotu pH 7,4. 

Roztok byl převeden do 1000ml odměrné baňky a doplněn destilovanou vodou po rysku. 

Následně byl sterilizován v reagenčních lahvích v autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 20 

minut. 

5.3.7 Příprava 0,1% roztoku Tweenu 20 

Pro přípravu 0,1% roztoku tenzidu Tween 20 bylo naváņeno 0,1 g s přesností 0,01g, 

rozpuńtěno v připraveném fyziologickém roztoku (viz. Kapitola 5.3.5) a doplněno 

do 100ml odměrné baňky po rysku. Roztok byl sterilizován při teplotě 121 °C po dobu 20 

minut v reagenčních lahvích. 

5.3.8 Příprava pracovních roztoků polymerů s aktivními látkami 

Roztoky byly připraveny dle daného poměru (Tabulka 2). Do kádinky bylo odměřeno 

přísluńné mnoņství zeinu a kontinuálně mícháno na magnetickém míchadle při 500 rpm. 

Do roztoku zeinu bylo napipetováno přísluńné mnoņství aktivní látky (thymol).  
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V případě esenciálních olejů byl postup opačný, nejdříve bylo naváņeno přísluńné mnoņství 

oleje a posléze napipetován přísluńný objem zeinu. Po uplynutí 30 minut byl do roztoku 

za stálého míchání přikapán z byrety připravený roztok chitosanu v 0,5% kyselině octové 

a po dalńích 30 minutách byl přidáván roztok Tweenu 20. Míchání bylo ukončeno 

za dalńích 30 minut. Analogicky byl připraven i vzorek bez aktivní látky, který slouņil jako 

kontrola. 

Tabulka 2 Přídavky jednotlivých sloņek pro přípravu pracovních roztoků se 2 % aktivní 

látky 

Poměr 

zein:chitosan
*
 

Množství 

zeinu [ml] 

Množství 

chitosanu 

[ml] 

Přídavek 

thymolu 

[ml] 

Přídavek 

esenciálních 

olejů [g]  

Přídavek 

Tween 20 

[ml] 

1:0 25,0 0,0 2,5 0,5 2,0 

20:1 23,8 1,2 2,5 0,5 2,0 

10:1 22,7 2,3 2,5 0,5 2,0 

7:1 21,9 3,1 2,5 0,5 2,0 

5:1 20,8 4,2 2,5 0,5 2,0 
* Procentuální přídavky aktivních látek se vztahují na objem směsi zein:chitosan 25 ml. 

Roztoky s 2, 5 a 10% zeinem (viz. Kapitola 5.3.2) byly vytvořeny v poměrech 7:1; 5:1 

a obsahovaly 2 % aktivní látky. Roztoky se 2,5 % aktivní látky obsahovaly 3,125 ml 

thymolu a 0,625 g esenciálních olejů. Pro vytvoření roztoků se 3 % aktivní látky přídavky 

činily 3,75 ml thymolu a 0,75 g esenciálních olejů. 

5.3.9 Příprava filmů 

Pracovní roztoky polymerů s aktivními látkami (viz. Kapitola 5.3.8) byly v laminárním 

boxu odlity do plastových Petriho misek a suńeny v suńárně při teplotě 35 °C přes noc. 

5.3.10 Příprava živných médii  

Pro přípravu bujonu bylo dle návodu na sypké směsi naváņeno potřebné mnoņství média 

Müller-Hinton (s přesností na 0,1 g), doplněno destilovanou vodou na potřebný objem 

a  sterilizováno v autoklávu (121 °C/20 min). 

Pro přípravu masopeptonového bujónu (MPB) byly naváņeny 3 g masového výtaņku, 5 g 

peptonu a 3 g soli (s přesností na 0,1 g) doplněno vodou na 1000 ml, upraveno pH na 6,8-

7,0 a sterilizováno v autoklávu (121 °C/20 min). Média jsou vhodná pro kultivaci bakterií. 

Přidáním agaru do bujonu Müller-Hinton či Sabouraud-vhodný pro kvasinky a plísně byla 

připravena pevná média. Bujón s přidaným agarem byl sterilizován při teplotě 121 °C 

po dobu 20 min. Po vysterilizování byla média rozlita do plastových Petriho misek.  
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5.4 Příprava mikroorganismů 

Pouņité kmeny bakterií, kvasinek a plísní jsou vyjmenované v tabulce (Tabulka 3) a byly 

získány na Ústavu inņenýrství ochrany ņivotního prostředí, Fakulty technologické UTB 

ve Zlíně, která je zakoupila ze sbírek mikroorganizmů. 

Tabulka 3 Seznam pouņitých kmenů mikroorganismů 

Označení kmene 

S. aureus CCM3953 

E. coli CCM 3954 

C. parapsilosis CCM 8260 

A. niger ATCC 16404 

5.4.1 Bakterie  

Pro přípravu inokula bakterií byla asepticky odebrána jednodenní kultura bakterií 

(S. aureus, E. coli) do fyziologického roztoku a upravena hodnota zákalu na 0,5 McF. 

5.4.2 Kvasinky  

Pro přípravu inokula kvasinek byla asepticky odebrána třídenní kultura C. parapsilosis 

do fyziologického roztoku a upravena hodnota zákalu na 0,5 McF. 

5.4.3 Plísně 

Pro přípravu inokula plísní byla Petriho miska s pětidenní kulturou A. niger přelita 1 ml 

0,1% tenzidu Tween 20 ve fyziologickém roztoku, následně byl roztok odebrán 

a ve fyziologickém roztoku upraven na hodnotu zákalu 0,5 McF.  

5.5 Měření zeta potenciálu  

Měření zeta potenciálu bylo uskutečněno pomocí přístroje ZETASIZER Nano Series ZS 

90. Principem je proměření roztoků metodou laserové Dopplerovské mikroelektroforézy. 

Vzorky byly získány smícháním 6 µl pracovních roztoků z Kapitoly 5.3.8 s 3 ml 2x 

zfiltrované destilované vody (injekční filtr o velikosti pórů 0,2 µm). Zředěný vzorek byl 

pomocí injekční stříkačky převeden do kyvety a uzavřen víčkem. Měření proběhlo 

při teplotě 25 °C ve třech opakováních a bylo zaznamenáno v programu Zetasizer Software 
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(Malvern Instruments Ltd., Velká Británie). Data byla vyhodnocena pomocí modelu 

Smoluchowskiho. 

5.6  Měření pH  

Pomocí bateriového pH metru s kombinovanou elektrodou bylo měřeno pH u roztoků 

s 0,5% zeinem v poměrech zein:chitosan 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s přídavkem aktivních 

látek (thymol, tymián, skořice, oregano) v různých koncentracích (2; 2,5 a 3 %) případně 

bez aktivní látky. Dále bylo měřeno pH u roztoků s 2, 5 a 10% koncentrací zeinu 

v poměrech 7:1 a 5:1 s přídavkem výńe zmíněných aktivních látek o koncentraci 2 %.  

Před vlastním měřením byla provedena kalibrace přístroje za pouņití pufrů o hodnotě pH 

4 a pH 7. Měření probíhalo při laboratorní teplotě.   

5.7  Měření velikosti částic  

Na přístroji Zetasizer Nano Series ZS 90 byly metodou laserového rozptylu světla 

proměřeny vzorky (příprava viz Kapitola 5.5) s 0,5% zeinem ve vńech připravených 

poměrech a také ve vńech pouņitých koncentracích aktivní látky u thymolu i u ostatních 

esenciálních olejů (případně bez aktivní látky). A dále u roztoků s obsahem zeinu 2 a 5 % 

a 2% koncentrací aktivní látky v poměrech 7:1 a 5:1.  

Z vybraných vzorků bylo odebráno 0,5 ml do kádinky a doplněno 1 ml 2x zfiltrované 

destilované vody (filtr 0,2 µm). Do přísluńné kyvety byl pomocí injekční stříkačky 

převeden naředěný vzorek, vloņen do přístroje. Měření proběhlo ve třech opakováních 

při teplotě 25 °C a bylo zaznamenáno v programu Zetasizer Software. 

5.8 Vizuální hodnocení roztoků  

Vńechny polymerní roztoky o koncentraci zeinu 0,5 % a poměry zeinu a chitosanu 1:0, 

20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s přídavkem aktivních látek (thymol, tymián, skořice, oregano 

o koncentraci 2 %) případně bez aktivní látky a roztoky o koncentraci zeinu 2, 5 a 10 % 

v poměrech biopolymerů 7:1 a 5:1 s přídavkem aktivních látek thymol, tymián, skořice, 

oregano o koncentraci 2 %) připravené dle postupu uvedeného v Kapitole 5.3.8. byly 

vizuálně hodnoceny. Ihned po namíchání byla zhodnocena barva roztoku a po měsíci byl 

zhodnocen případný zákal. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 53 

 

5.9 Stanovení antimikrobiálních účinků 

Byly sledovány antimikrobiální účinky následujícími metodami u připravených 

polymerních roztoků a filmů. 

5.9.1 Disková difúzní metoda 

Roztoky s 0,5% zeinem ve vńech připravených poměrech a o koncentracích aktivní látky 2; 

2,5; 3 % byly naneseny na sterilní 6mm papírové disky v mnoņství 10 µl. Souběņně byly 

připraveny Petriho misky s agary (MH, Sabouraud), které byly přelity 1 ml přísluńné 

suspenze mikroorganismů (bakterií, kvasinek i plísní). Po zaschnutí byly na tyto půdy 

asepticky přeneseny disky se vzorkem (na jednu misku vņdy 2 disky v opakování). Petriho 

misky byly inkubovány dle pouņitých mikroorganismů (bakterie 37 °C, 1 den; kvasinky 

a plísně při laboratorní teplotě 3-5 dní). Po uběhnutí inkubační doby byly změřeny průměry 

inhibičních zón včetně disku. Obdobným způsobem byly také připraveny vzorky 

bez aktivní látky. Pro srovnání výsledků se zeinchitosanovými disky byly tyto disky 

odečteny. 

5.9.2 Stanovení minimální inhibiční koncentrace 

Pro stanovení minimální inhibiční koncentrace u thymolu a ethanolu byla pouņita 

mikrodiluční metoda v mikrotitrační destičce. 

Byla vytvořena thymolová řada následujícím způsobem. Do první jamky první řady 

na mikrodestičce bylo napipetováno 195 µl MPB a 5 µl zásobního roztoku thymolu 

(či ethanolu) o koncentraci 40 mg/ml. Do kaņdé dalńí jamky v první řadě bylo 

napipetováno 100 µl MPB a následně provedeno dvojkové ředění (z předchozí jamky 

odebráno 100 µl a přeneseno do dalńí jamky v pořadí). Poté bylo napipetováno 5 µl 

bakteriálního inokula (S. aureus, E. coli) připraveného dříve (Kapitola 5.4.1). Vzhledem 

k tomu, ņe roztok thymolu je rozpuńtěn v ethanolu, byla pro vyloučení antimikrobiálních 

účinků ethanolu vytvořena obdobným způsobem i ethanolová řada. Dále byly připraveny 

blanky vzorku pro thymol a absolutní ethanol (blank thymolové, ethanolové řady) 

bez bakteriálních kultur. Pro zajińtění kontroly růstu bylo do mikrodestičky napipetováno 

200 µl MPB a 5 µl bakteriálních kultur (S. aureus, E. coli). Čistý 200 µl MPB) slouņil 

pro kontrolu sterility. Po připravení byla mikrotitrační destička přelepena folií a vloņena 

do spektrofotometrického přístroje Tecan Sunrise, kde byla měřena optická denzita 

při vlnové délce 600 nm (OD600). Měření probíhalo kaņdých 30 minut po dobu 24 h 
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při teplotě 37 °C. Výsledky byly uloņeny a zpracovány v tabulkovém softwaru Office 

Excel (Microsoft).  

5.9.3 Stanovení růstových křivek 

Pro stanovení antimikrobiálních účinků roztoků byla pouņita metoda stanovení růstových 

křivek v mikrotitračních destičkách s měřením optické denzity v průběhu 24 h.  

Do jamek v mikrodestičce bylo napipetováno 200 µl MPB, 5 µl bakteriální kultury E. coli 

a vzorek s 0,5% zeinem s přídavkem thymolu (koncentrace 2 %), případně bez thymolu, 

v různých poměrech zeinu a chitosanu (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1). Dále byl vytvořen blank 

vzorku bez bakteriální kultury. Kontrolní jamky obsahovaly 200 µl MPB a 5 µl bakteriální 

kultury, čistý bujón (MPB) slouņil jako kontrola sterilní práce. Mikrodestička byla 

následně přelepena fólií proti odpařování a vloņena do přístroje Tecan. Měření optické 

denzity (OD600) probíhalo kaņdých 30 minut po dobu 24 h. 

5.9.4 Antimikrobiální účinky filmů 

Antimikrobiální účinky připravených filmů byly stanoveny diskovou difúzní metodou 

obdobně jako v Kapitole 5.9.1. 

Dle Kapitoly 5.3.9 byly připraveny filmy o různé koncentraci zeinu, aktivní látky 

a v různých poměrech zeinu a chitosanu (Tabulka 2), ze kterých byly vyseknuty disky 

o průměru 9 mm. Připravené agary (MH, Sabouraud) byly přelity 1 ml přísluńné suspenze 

mikroorganismů (bakterií, kvasinek i plísní) a po zaschnutí inokula byly na připravená 

média přeneseny zein-chitosanové disky (na jednu Petriho misku vņdy 2 disky 

v opakování). Agary se zein-chitosanovými disky byly inkubovány dle pouņitých 

mikroorganismů (bakterie 37 °C/1 den; kvasinky a plísně při laboratorní teplotě po dobu 3-

5 dní). Po inkubaci byly změřeny průměry inhibičních zón včetně disku. 

5.9.5 Statistická analýza  

Z naměřených inhibičních zón u diskové difúzní metody byly vytvořeny aritmetické 

průměry a směrodatné odchylky byly vypočítány pomocí tabulkového softwaru Office 

Excel (Microsoft, 2020). 
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5.10 Uvolňování aktivní látky 

Byly připraveny filmy s thymolem, tymiánem a oreganem s 2% zeinem v poměrech 7:1 

a 5:1 (Kapitola 5.3.9) a z nich vyraņeny disky o průměru 9 mm (Kapitola 5.9.4). Zein-

chitosanové disky byly kaņdý zvláńť umístěny do plastových zkumavek s 20 ml 

fosfátového pufru a uloņeny v inkubátoru při teplotě 37 °C. Vzorky byly postupně 

odebírány v časech po 3 h, a dále po 1, 5 a 12 dnech. Zároveň byly připraveny agary (MH, 

Sabouraud), jeņ byly zaočkovány 1 ml přísluńné suspenze mikroorganismů (bakterií, 

kvasinek i plísní). Po zaschnutí suspenze byly na připravená média v uvedených časech 

asepticky přeneseny vņdy dva disky z PBS. Agary se zein-chitosanovými disky byly 

inkubovány dle pouņitých mikroorganismů (bakterie 37 °C, 1 den; kvasinky a plísně 

při laboratorní teplotě 3-5 dní). Po inkubaci byly změřeny průměry inhibičních zón včetně 

disku. 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

6.1 Charakteristika biopolymerních směsí 

Bylo připraveno několik řad biopolymerních směsí s aktivními látkami. Tyto byly 

charakterizovány pomocí fyzikálně chemických parametrů – zeta potenciál, pH a průměrná 

velikost částic. Připravené směsi byly téņ vizuálně hodnoceny. 

6.1.1 Zeta potenciál 

Při vyhodnocování naměřených dat byly sestrojeny grafy pro kaņdou aktivní látku zvláńť. 

V grafech (Obrázek 9, 10, 11, 12) jsou vņdy vyneseny dvě veličiny, pH a zeta potenciál. 

Z technických důvodů nebylo provedeno měření roztoků s vyńńí koncentrací zeinu 

(2, 5% a 10%). 

Po přidání aktivních látek do zein-chitosanového roztoku dońlo u větńiny vzorků ke sníņení 

zeta potenciálu oproti blanku. Tento jev je moņné pravděpodobně přičíst chemickým 

interakcím mezi aktivními látkami a chitosanem. 

V grafu (Obrázek 9) jsou zobrazeny naměřené hodnoty pro 0,5% polymerní roztoky zeinu 

ve vńech připravených poměrech s 2, 2,5 a 3% přídavkem thymolu případně blanku 

(bez aktivní látky). Pro roztok s 2% přídavkem thymolu byla naměřena nejniņńí hodnota 

ve vzorku s poměrem zein:chitosan 1:0, která činila -11,4 mV a nejvyńńí ve vzorku 5:1 

(+41,9 mV). Stejný trend jako u roztoku s 2% přídavkem thymolu byl pozorován 

i u thymolu o koncentraci 3 %. Nejniņńí průměrné hodnoty zeta potenciálu poskytl 3% 

roztok s poměrem zeinu a chitosanu 1:0 (-10,5 mV) a nejvyńńí 5:1 (+39,7 mV). U 2,5% 

thymolu byla naměřena nejniņńí hodnota -17,2 mV v roztoku se zeinem (1:0) a nejvyńńí 

v poměru 7:1 (+18,5 mV). U 2,5% thymolu v poměru zein:chitosan 5:1 dońlo k mírnému 

poklesu na hodnotu +12,7 mV.  

Obrázek 10 zobrazuje dvě naměřené veličiny pro 0,5% polymerní roztoky zeinu ve vńech 

připravených poměrech s 2, 2,5 a 3% přídavkem tymiánu, případně blanku (bez aktivní 

látky). U vzorku s 2% tymiánem v poměru zein:chitosan 1:0 byly zjińtěny nejniņńí 

průměrné hodnoty a to -22,5 mV a nejvyńńí +15,7 mV v poměru 5:1. Tento trend byl 

zopakován i v roztocích s 2,5 a 3% přídavkem tymiánu. U 2,5% tymiánu byly průměrné 

hodnoty zeta potenciálu v rozmezí -22,6 mV a +27,6 mV a u 3% tymiánu od -16,0 mV 

do +27,8 mV. 
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Obrázek 9 Hodnoty zeta potenciálu a pH pro vzorek s různou  

koncentrací thymolu 

 

Obrázek 10 Hodnoty zeta potenciálu a pH pro vzorek  

s různou koncentrací tymiánu 

Na Obrázku 11 jsou znázorněny naměřené hodnoty dvou veličin pro 0,5% polymerní 

roztoky zeinu ve vńech připravených poměrech s 2, 2,5 a 3% přídavkem oregana, případně 
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kontroly bez aktivní látky. Stejně jako u tymiánu i zde se opakuje trend, kdy nejniņńí 

průměrné hodnoty zeta potenciálu jsou sledovatelné v poměru zein:chitosan 1:0 a nejvyńńí 

u roztoku 5:1. Nejniņńí hodnoty pro 2, 2,5 a 3% oregano byly -20,5, -7,4 a -10,1 mV 

a nejvyńńí +28,8, +25,3 a +32,7 mV. 

 

Obrázek 11 Hodnoty zeta potenciálu a pH pro vzorek  

s různou koncentrací oregana 

V grafu (Obrázek 12) jsou zobrazeny naměřené hodnoty pro 0,5% polymerní roztoky zeinu 

ve vńech připravených poměrech s 2, 2,5 a 3% přídavkem skořice, případně blanku 

(bez aktivní látky). Nejniņńí průměrné hodnoty zeta potenciálu byly evidovány u 2% 

skořice na -31,9 mV v poměru zein: chitosan 1:0, nejvyńńí u poměru 20:1 (-0,1 mV). 

Hodnoty pro 2% roztoky skořice byly vńechny v záporných hodnotách. Pro 2,5% roztoky 

byla nejniņńí hodnota -13,9 mV (1:0) a nejvyńńí +6,2 mV (5:1). Podobně byly 

zaznamenány hodnoty i pro 3% roztoky skořice, kdy nejniņńí byla v poměru 1:0 (-15,2 

mV) a nejvyńńí u poměru 5:1 (+1,1 mV). 
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Obrázek 12 Hodnoty zeta potenciálu a pH pro vzorek s různou  

koncentrací skořice 

Z Obrázků 9, 10 a 11 lze vyčíst, ņe u thymolu, tymiánu a oregana zeta potenciál stoupá 

do kladných hodnot uņ při nejniņńí koncentraci chitosanu (20:1). Markantní rozdíl nastává 

u roztoků obsahujících skořici (Obrázek 12), kdy po přidání chitosanu zůstávají hodnoty 

zeta potenciálu v záporných hodnotách a k mírnému zvýńení do hodnot plusových dochází 

aņ při největńí koncentraci chitosanu (5:1). V případě studie zabývající se extraktem z kůry 

skořice zeylanicum byly také pro tuto látku naměřeny záporné hodnoty zeta potenciálu 

(Sathiskumar et al., 2009) 

U vńech esenciálních olejů (Obrázek 9, 10, 11 a 12) z naměřených hodnot pH lze usoudit, 

ņe s rostoucím mnoņstvím chitosanu ve vzorcích dochází k poklesu pH.  

U vzorků bez přídavku jakékoliv aktivní látky dońlo k postupnému nárůstu zeta potenciálu 

ze záporných hodnot aņ do kladných (Obrázek 9, 10, 11, 12). Zeta potenciál samotného 

0,5% roztoku chitosanu v 1% kyselině octové se pohybuje v kladných hodnotách, takņe 

není překvapivé, ņe dońlo ke zvýńení zeta potenciálu aņ do kladných hodnot u vzorků 

obsahujících chitosan. Nejniņńí hodnota byla zjińtěna pro blank na -15,8 mV u roztoku 

pouze se zeinem (poměr 1:0). U vzorků bez aktivní látky 10:1 a 5:1 byly znatelné nejvyńńí 

hodnoty, jeņ se řádově lińily o desetiny (+43,3 mV a +43,1 mV). V nańem případě, kdy 

byly zeinové částice potaņeny vrstvou chitosanových molekul, byly tyto vzorky kladně 

nabity +9,4, +43,3, +35,8 a +43,1 mV (20:1, 10:1, 7:1, 5:1). Výsledek můņe být přičten 
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protonaci aminoskupin v chitosanových molekulách, coņ způsobilo, ņe chitosanové 

molekuly mají kladný náboj (Fernández-Pan et al., 2015). 

K podobnému výsledku dospěli i autoři studie, která se zabývala vlivem frekvencí 

ultrazvuku na vlastnosti koacervace zeinchitosanového komplexu pro enkapsulaci 

resveratrolu (Ren et al., 2018). Také v dalńí studii (Luo et al., 2011), poté, co byly 

nanočástice tokoferolu se zeinem potaņeny chitosanem, zeta potenciál komplexu nabyl 

kladných hodnot v rozmezí +22,8 aņ +40,9 mV. Z grafů (Obrázky 9, 10, 11, 12) vyplývá, 

ņe čím více chitosanu se ve směsi objevilo, tím je systém stabilnějńí. Z tohoto důvodu 

vzorky bez aktivní látky s obsahem zeinu a chitosanu v poměru 10:1, 7:1 a 5:1 můņeme 

povaņovat za velmi stabilní. 

Je vńeobecně známé, ņe kolem kaņdé částice se rozprostírá vrstva nábojů, označovaná jako 

tzv. elektrická dvojvrstva. Ta se skládá z vnitřní neboli Sternovy vrstvy a vnějńí 

tzv. difuzní vrstvy. Sternova vrstva je tvořena z hydratovaných iontů, které jsou silně 

navázány na povrchu částic a spolu s koloidní částicí se i pohybují. Naopak difúzní vrstvu 

tvoří ionty mnohem volněji navázané a jejich pohyb je nezávislý na pohybu koloidní 

částice. Vnějńí a vnitřní vrstvu odděluje tzv. rovina skluzu. Potenciál vznikající 

na tomto rozhraní je označován jako zeta potenciál, případně jako elektrokinetický 

potenciál. Velikost potenciálu zeta ukazuje stupeň elektrostatického odpuzování 

mezi dvěma sousedními částicemi a tím i vliv na stabilitu systému. Částice s potenciálem 

zeta mezi -10,0 a +10,0 mV bývají povaņovány za neutrální, zatímco nanočástice 

s potenciálem zeta větńím neņ +30,0 mV nebo menńím neņ -30,0 mV se povaņují za silně 

kationtové či silně aniontové. Měření potenciálu zeta závisí hlavně na chemických 

vlastnostech polymeru, na stabilizačních činidlech a na pH média (Mora-Huertas et al., 

2010). Pouņitím kationtových polymerů a neionogenních stabilizačních činidel se naměří 

pozitivní hodnoty zeta potenciálu (Mora-Huertas et al., 2010). 

6.1.2 Stanovení pH 

Hodnoty pH byly měřeny pomocí pH metru ihned po namíchání roztoků. Naměřené 

hodnoty pH jsou zobrazeny v Tabulkách 4, 5 a 6. 

Z naměřených hodnot nelze s jistotou říci, zda při zvyńující se koncentraci aktivních látek 

dochází ke zvýńení nebo sníņení pH. Nejvyńńích hodnoty pH byly zaznamenány u čisté 

látky thymolu, a to 5,8. 
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Tabulka 4 Hodnoty pH vzorků s 2% koncentrací aktivní látky 

Množství 

zeinu 

Poměr 

Z:CH 

Thymol Tymián Skořice Oregano Bez 

aktivní 

látky 

 

 

0,5 % 

1:0 5,8 5,7 5,4 5,7 4,6 

    20:1 5,4 5,3 5,1 5,3 5,3 

    10:1 4,9 5,2 4,9 5,2 5,2 

7:1 4,8 5,1 4,7 5,1 5,0 

5:1 4,7 4,9 4,4 4,8 4,9 

2,0 % 7:1 5,4 5,3 5,1 5,3 5,2 

5:1 5,2 5,1 4,9 5,1 5,1 

5,0 % 7:1 5,5 5,4 5,3 5,4 5,1 

5:1 5,3 5,2 5,0 5,2 5,2 

10,0 % 7:1 5,6 5,5 5,4 5,3 5,5 

5:1 5,5 5,4 5,1 5,0 5,3 

Tabulka 5 Hodnoty pH vzorků s 2,5% koncentrací aktivní látky 

Množství 

zeinu 

Poměr 

Z:CH 

Thymol Tymián Skořice Oregano 

 

 

0,5 % 

1:0 5,8 5,7 5,4 5,8 

    20:1 5,4 5,4 5,1 5,2 

    10:1 5,2 5,3 4,8 5,4 

7:1 5,2 5,1 4,7 5,2 

5:1 5,0 5,0 4,4 5,0 

Tabulka 6 Hodnoty pH vzorků s 3% koncentrací aktivní látky 

Množství 

zeinu 

Poměr 

Z:CH 

Thymol 

  
Tymián 

 
Skořice Oregano 

 

 

0,5 % 

1:0 5,8 5,7 5,4 5,8 

    20:1 5,5 5,3 5,1 5,4 

    10:1 5,3 5,1 4,9 5,3 

7:1 5,2 5,0 4,7 5,2 

5:1 5,1 5,1 4,5 5,0 

Z esenciálních olejů byly naměřeny největńí hodnoty u vzorku oregana s 0,5% zeinem 

v poměrech zein:chitosan 1:0. Nejniņńí hodnoty byly naměřeny u 2,5% skořice v poměru 

zein:chitosan 5:1. Jak jiņ bylo zmíněno, z naměřených dat lze odvodit, ņe při zvyńující se 

koncentraci chitosanu (změně poměru zein/chitosan v řadě 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) 

dochází ke sniņování pH. Naopak při zvýńení koncentrace zeinu v řadě 0,5 %, 2 %, 5 %, 10 

% dochází k jeho růstu. V případě roztoku bez aktivní látky nejvyńńí naměřené hodnoty 

dosáhly pH 5,5. Lze se dočíst, ņe hodnota pH zeinu je stanovena na 6,2, při vyńńím pH 

formulace zeinových nanočástic vykazují agregaci a sráņení, protoņe v roztocích s pH 

nad 5 se zein blíņí izoelektrickému bodu (Cheng a Jones, 2017). 
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6.1.3 Průměrná velikost částic 

Měření velikosti částic je důleņitým aspektem pro studium charakterizace koloidních 

systémů. Tyto informace jsou uņitečné a nezbytné pro pochopení jejich vlastností. 

Na Obrázcích 13, 14, 15 a 16 jsou znázorněny výsledky měření velikosti částic v roztocích 

s 0,5% mnoņstvím zeinu, se zvyńující se koncentrací aktivních látek a o různých poměrech 

zeinu a chitosanu.  

Na Obrázku 13 je zobrazena průměrná velikost částic u roztoků s 2, 2,5 a 3% mnoņstvím 

thymolu, případně blanku. U polymerního roztoku s 2% thymolem byla naměřena nejniņńí 

hodnota velikosti částic na 20,5 nm v roztoku s poměrem zein:chitosan 5:1. Nejvyńńí byla 

naměřena 111,2 nm v poměru zein:chitosan 7:1. Naopak u roztoku s 2,5% přídavkem 

thymolu byla naměřena nejvyńńí průměrná hodnota velikosti částic právě v poměru 5:1 

(861,4 nm) a nejniņńí u poměru 20:1 (34,3 nm). U roztoku s 3% přídavkem thymolu byly 

nejniņńí hodnoty naměřeny pro poměr 1:0 (44,6 nm) a nejvyńńí 258,1 nm pro poměr 5:1. 

 

 Obrázek 13 Závislost velikosti částic na koncentraci thymolu 

Graf (Obrázek 14) zobrazuje průměrnou velikost částic u roztoků s 2, 2,5 a 3% mnoņstvím 

tymiánu, případně blanku. Při pohledu na Obrázek 14 lze vidět klesající trend 

u jednotlivých poměrů. Se zvyńujícím se obsahem tymiánu ve vzorku klesá průměrná 

velikost částic. Z grafu lze vyčíst, ņe nejniņńí průměrná hodnota velikosti částic, pro roztok 
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s 2% tymiánem, byla naměřena ve vzorku s poměrem zein:chitosan 5:1 (62,2 nm), nejvyńńí 

222,9 pro poměr zeinu a chitosanu 20:1. Nejniņńí průměrná hodnota velikosti částic 

v roztoku s 2,5% přídavkem tymiánu byla 34,5 nm (10:1). Nejvyńńí 67,7 nm u poměru 1:0. 

U roztoku se 3 % aktivní látky byla nejniņńí hodnota naměřena u poměru zein:chitosan 

20:1 (25,8 nm) a nejvyńńí byla zaznamenána u poměru 5:1 (55,2 nm).  

 

Obrázek 14 Závislost velikosti částic na koncentraci tymiánu 

Obdobně klesající trend lze pozorovat i u roztoků se zvyńujícím se mnoņství skořice 

v roztoku při srovnání jednotlivých poměrů (Obrázek 15). Nejniņńí hodnoty průměrné 

velikosti částic pro 2% roztok skořice byly naměřeny u poměru 7:1 (61,5 nm) a nejvyńńí 

u poměru zein:chitosan 1:0 (537,1 nm). U roztoků s 2,5% přídavkem skořice byly nejniņńí 

hodnoty zaznamenány u poměru zein:chitosan 20:1 (24,5 nm). Nejvyńńích hodnot bylo 

dosaņeno u 2,5% roztoků skořice v poměru 5:1 (40,9 nm). Také u roztoků s přídavkem 3 % 

skořice byly nejvyńńí hodnoty sledovány v poměru 5:1 (26,9 nm). Nejniņńí hodnoty byly 

naměřeny pro 3% skořici v poměru 1:0 (13,6 nm). 
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 Obrázek 15 Závislost velikosti částic na koncentraci skořice 

Na Obrázku 16 je zobrazena průměrná velikost částic u roztoků s 2, 2,5 a 3% mnoņstvím 

oregana, případně blanku. U 2% roztoku byla nejmenńí průměrná velikost částic stanovena 

na 86,1 nm u poměru 5:1 u 2,5% roztoku na 38,1 nm u poměru 20:1 a u 3% roztoku 

oregana na 23,9 nm také u poměru 20:1. Nejvyńńí průměrné hodnoty velikosti částic nabyl 

2% roztok v poměru zein:chitosan 7:1 (217,3 nm), u 2,5% roztoku oregana v poměru 10:1 

(97,0 nm) a u 3% roztoku také v poměru 10:1 (79,1 nm). 

V případě roztoku bez aktivní látky se se zvyńujícím se mnoņstvím chitosanu v roztoku 

zvýńila i průměrná velikost částic (Obrázky 13, 14, 15 a 16). Ta se pohybovala v rozmezí 

od 185,50 nm do 513,30 nm, kdy největńí nárůst byl pozorován u vzorku s poměrem 

zein:chitosan 5:1. Ve studii Park et al. (2015) byl pozorován stejný trend. 

Po přidání aktivní látky do směsi zein/chitosan, dońlo ke sníņení velikosti částic téměř 

u vńech roztoků. Výjimkou byly roztoky thymolu v poměru 5:1 a skořice 1:0, kde dońlo 

naopak ke zvýńení průměrné velikosti částic ve srovnání se vzorky bez aktivní látky. 

Ve vńech roztocích s 2,5% a 3% přídavkem esenciálních olejů byla naměřena velikost 

částic ve vńech poměrech pod 100 nm. S výjimkou skořice v poměru 1:0 nepřesáhla 

průměrná velikost částic u esenciálních olejů (2%) hranici 230 nm. 

 

0,00

100,00

200,00

300,00

400,00

500,00

600,00

 1:0  20:1  10:1  7:1  5:1

V
e

lik
o

st
 č

ás
ti

c 
[n

m
] 

Poměr zein:chitosan 

Bez aktivní látky 2% skořice 2,5% skořice 3% skořice



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 65 

 

 

Obrázek 16 Závislost velikosti částic na koncentraci oregana 

Vńeobecně z naměřených dat můņeme říci, ņe při nárůstu koncentrace aktivní látky 

u esenciálních olejů dochází k poklesu průměrné velikosti částic. Bohuņel z těchto dat 

nelze vyčíst, u kterých poměrů biopolymerů zeinu a chitosanu je průměrná velikost částic 

menńí, respektive větńí. 

Na Obrázku 17 a 18 jsou zobrazeny naměřené hodnoty velikosti částic u vzorků 

se zvyńující se koncentrací zeinu v poměrech zeinu a chitosanu 7:1 a 5:1. 

Na Obrázku 17 lze nalézt u tymiánu a oregana v roztoku 7:1 klesající trend průměrných 

hodnot velikosti částic s nárůstem koncentrace zeinu. Největńí částice byly naměřeny u 2% 

roztoku zeinu v poměru 7:1 u thymolu (164,9 nm) a u skořice (161,3 nm). U 0,5% roztoku 

zeinu v poměru 7:1 byla naměřena nejvyńńí hodnota částic pro tymián na 114,2 nm 

a u oregana na 217,3 nm. 

V případě naměřených dat u roztoku zein:chitosan 5:1 s koncentrací aktivních látek 2 % 

(Obrázek 18) byly naměřeny nejvyńńí hodnoty pro velikost částic u roztoku se 2 % zeinu 

a to u thymolu na 114,2 nm, tymiánu na 146,7 nm, skořice na 182,0 nm a oregana 

209,4 nm. 
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Obrázek 17 Průměrné hodnoty velikosti částic v roztoku zein:chitosan 7:1 

 

Obrázek 18 Závislost velikosti částic na koncentraci zeinu u roztoku zein:chitosan 5:1 

6.1.4 Vizuální hodnocení roztoků 

Pozorováním byla zhodnocena barevnost namíchaných roztoků s aktivními látkami. 

Samotný 0,5% roztok chitosanu v 1% kyselině octové byl bezbarvý, 0,5% roztok zeinu 

v 75% ethanolu byl velmi slabě ņlutý. U vzorků s 2, 5 a 10 % zeinu po přidání kterékoliv 

aktivní látky byl roztok ņlutý. Se zvyńujícím se mnoņství zeinu vzrostla sytost ņluté barvy 

(nejsytějńí ņlutá u 10% zeinu). 
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Tabulka 7 Vizuální hodnocení zákalu  

Množství 

zeinu 

Poměr 

Z:CH 

Thymol Tymián Skořice Oregano Bez 

aktivní 

látky 

 

 

0,5 % 

   1:0 Zákal u 

dna 

Zákal u 

dna 

Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

 20:1 Bez zákalu Bez zákalu Zákal u 

dna 

Bez zákalu Bez zákalu 

 10:1 Bez zákalu Bez zákalu Zákal 

v celém 

objemu 

Bez zákalu Bez zákalu 

  

7:1 Bez zákalu Bez zákalu Zákal 

v celém 

objemu 

Bez zákalu Bez zákalu 

5:1 Bez zákalu Bez zákalu Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

2,0 % 7:1 Zákal u 

dna 

Zákal u 

dna 

Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

5:1 Zákal u 

dna 

Zákal u 

dna 

Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

5,0 % 7:1 Zákal 

v celém 

objemu 

Zákal u 

dna 

Zákal 

v celém 

objemu 

Zákal u dna Bez zákalu 

5:1 Zákal u 

dna 

 Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

10,0 % 7:1 Zákal 

v celém 

objemu 

Zákal 

v celém 

objemu 

Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

5:1 Bez zákalu Zákal 

v celém 

objemu 

Zákal u 

dna 

Zákal u dna Bez zákalu 

Připravené 0,5% roztoky zeinu, v poměrech zeinu a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 

s přídavkem thymolu, byly čiré a průhledné. Roztoky s 0,5 % zeinu, v poměrech zeinu 

a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s přídavkem tymiánu se jevily jako narůņovělé. 

Vzniklé 0,5% roztoky zeinu, v poměrech zeinu a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 

s přídavkem skořice byly ņluté a slabě ņluté byly i roztoky bez aktivní látky. Připravené 

0,5% roztoky zeinu, v poměrech zeinu a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s přídavkem 

tymiánu se jevily jako oranņovorůņové. 

Případný vzniklý zákal byl zaznamenán do Tabulky 7. Hodnocení bylo provedeno 

pro roztoky s 0,5% mnoņství zeinu v různých poměrech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) 

a s přídavkem 2 % thymolu, tymiánu, skořice a oregana a dále u roztoků se 2, 5 a 10 % 

zeinu v poměrech 7:1 a 5:1. 
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Jak dokládá tabulka (Tabulka 7), směs bez přidané aktivní látky nevytvořila ņádný zákal. 

Lze tedy předpokládat, ņe k rozpadu emulze nedońlo a směs vytvořená tímto způsobem je 

zcela roozpuńtěna a poměrně stabilní. Po přidání aktivních látek dońlo u větńiny 

k vytvoření zákalu, předevńím v případě skořice, coņ by mohlo být způsobeno velmi 

ńpatnou rozpustností ve vodných roztocích. Také Chen a Zhong (2014) studovali disperze 

zeinových nanočástic a dospěli k závěru, ņe vykazují ńpatnou koloidní stabilitu, snadno 

vytvářejí agregáty a precipitáty ve formulacích, čímņ ztrácí svou funkčnost.  

Při vytváření roztoků je důleņitá volba jeho rozpouńtědla i teplota. Po 6 měsících bylo 

zjińtěno, ņe připravené roztoky s obsahem zeinu X % a více začaly vytvářet gel. Čas 

potřebný ke gelovatění závisí na koncentraci rozpouńtědla (méně vody vede k pomalejńí 

gelaci), teplotě (vyńńí teploty podporují gelaci), pH a mechanických faktorech 

podporujících denaturaci proteinu. Vodné alkoholové disperze, obsahující <10% zeinu, 

gelují velmi pomalu, větńina aplikací zeinu vyņaduje 20–40% koncentraci zeinu, aby dońlo 

ke zgelovatění do druhého dne (Shukla & Cheryan, 2001).  

Roztoky se skořicí byly jiņ od počátku nestabilní, coņ se projevilo při výrobě filmů, které 

byly velmi nehomogenní a s některými neńlo jiņ dále pracovat a připravit z nich disky 

na diskovou difúzní metodu. 

6.2 Antimikrobiální účinky biopolymerních směsí 

V dalńí části této práce byly zkoumány antimikrobiální účinky připravených roztoků 

a filmů na grampozitivní bakterii S. aureus, gramnegativní bakterii E. coli, kvasinku C. 

parapsilosis a vláknitou mikromycetu A. niger. 

6.2.1 Disková difuzní metoda 

Připravené roztoky byly testovány diskovou difúzní metodou. Případné antimikrobiální 

účinky se projevily jako inhibiční zóny, jejichņ průměry byly měřeny včetně disků. 

Pro relativizaci dat byly od naměřených hodnot odečteny průměry disků a byla vypočtena 

směrodatná odchylka.  

Velikosti inhibičních zón a jejich směrodatné odchylky pro roztoky thymolu, tymiánu, 

skořice a oregana u vńech pouņitých mikroorganismů byly zaznamenány do Tabulky 8, 9, 

10, 11 a 12. Naměřené velikosti inhibičních zón u papírových disků o velikosti 6 mm s 2, 

2,5 a 3% přídavkem thymolu v různých poměrech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) 

pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis a A. niger se nachází v Tabulce 8. 
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Největńí průměrná velikost inhibiční zóny u bakterie S. aureus při zkouńení 

antibakteriálních účinků 2% thymolu s poměrem zeinu a chitosanu 7:1 byla 4,3 mm, u E. 

coli byla zaznamenána u 3% thymolu v poměrech 1:0 a 20:1 - v obou případech na 8,0 

mm. U C. parapsilosis byla naměřena zóna 4,0 mm u roztoku thymolu 2,5% (1:0, 5:1) 

a 3% (1:0, 20:1 a 7:1). Při prvním testování vńech roztoků thymolu nebyla naměřena ņádná 

zóna u plísně A. niger (Tabulka 9). Při testování po 6 měsících (Tabulka 13) dońlo u 3% 

roztoků thymolu (7:1 a 5:1) k naměření přibliņně stejných hodnot inhibičních zón (mírné 

sníņení) u bakterií a kvasinky. Naproti tomu, coņ lze povaņovat za zajímavé, se u A. niger 

velikost zóny zvětńila na 1 mm. 

Tabulka 8 Velikost inhibičních zón pro thymol 

Vzorek 

v poměru Z:CH 

zóna 

S. aureus 

[mm] 

zóna 

E. Coli 

[mm] 

zóna 

C. Parapsilosis 

[mm] 

zóna 

A. Niger 

[mm] 

2% thymol 1:0 2,3±0,3 4,0±0,1 2,5±0,6 0,0±0,1 

2% thymol 20:1 3,3±0,3 4,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2% thymol 10:1 3,0±0,1 4,3±0,3 2,0±0,1 0,0±0,1 

2% thymol 7:1 4,3±0,3 4,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2% thymol 5:1 2,0±0,1 4,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% thymol 1:0 3,0±0,1 6,0±0,1 4,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% thymol 20:1 2,0±0,1 3,5±0,6 3,5±0,1 0,0±0,1 

2,5% thymol 10:1 2,5±0,6 4,5±0,6 3,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% thymol 7:1 3,0±0,1 5,5±0,6 3,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% thymol 5:1 4,0±0,1 7,5±0,6 4,0±0,1 0,0±0,1 

3% thymol 1:0 3,5±0,6 8,0±0,1 4,0±0,1 0,0±0,1 

3% thymol 20:1 4,0±0,1 8,0±0,1 4,0±0,1 0,0±0,1 

3% thymol 10:1 3,5±0,6 5,0±0,1 2,0±2,0 0,0±0,1 

3% thymol 7:1 3,0±0,1 6,0±0,1 4,0±0,1 0,0±0,1 

3% thymol 5:1 3,0±0,1 6,5±0,6 3,3±0,3 0,0±0,1 

* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 6 mm.  

Naměřené velikosti inhibičních zón u disků s 2, 2,5 a 3% přídavkem tymiánu v různých 

poměrech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis 

a A. niger se nachází v Tabulce 9. Největńí průměrnou velikost inhibiční zóny lze nalézt 

u bakterie S. aureus po pouņití disku s 2,5 % tymiánu v poměru 1:0 a 3% roztoku v poměru 

5:1 na 2,5 mm. U bakterie E. coli byla zaznamenána největńí inhibiční zóna na 4,0 mm 

u 2,5% tymiánu v poměrech zein:chitosan 10:1 a 7:1 a 3% tymiánu v poměrech 20:1, 10:1, 

7:1 a 5:1. Největńí zóna pro kvasinku C. parapsilosis byla naměřena na 3,0 mm u 3% 

tymiánu (20:1). Při prvním testování (Tabulka 9) ani při testování po 6 měsících (Tabulka 

12) roztoků tymiánu nebyla naměřena ņádná zóna u plísně A. niger. Při testování po 6 
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měsících (Tabulka 13) dońlo u 3% roztoků tymiánu (7:1 a 5:1) k naměření mírně niņńích 

hodnot inhibičních zón u bakterií i kvasinky. 

Ve studii Donaldsona et al. (2008), bylo zkouńeno 14 esenciálních olejů včetně tymiánu 

a tureckého oregana vůči kvasince Candida albicans a bakterii S. aureus. Větńí zóny byly 

vytvořeny u tymiánu neņ oregana. V nańem případě byly u tymiánu a oregana výsledky 

téměř shodné. Rozdíl můņe být zapříčiněn jiným druhem oregana (Donaldson et al., 2008). 

Tabulka 9 Velikost inhibičních zón pro tymián 

Vzorek 

v poměru Z:CH 

  zóna 

S. aureus 
 

zóna 

E. coli 
 

zóna 

C. parapsilosis 

zóna  

A. niger 

2% tymián 1:0 1,0±0,1 2,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% tymián 20:1 1,0±0,1 2,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% tymián 10:1 1,0±0,1 2,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% tymián 7:1 1,0±0,1 2,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% tymián 5:1 1,0±0,1 2,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% tymián 1:0 2,5±0,6 3,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% tymián 20:1 2,0±0,1 3,5±0,6 2,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% tymián 10:1 2,0±0,1 4,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% tymián 7:1 1,0±0,1 4,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% tymián 5:1 1,0±0,1 3,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

3% tymián 1:0 1,0±0,1 3,5±0,6 1,0±0,1 0,0±0,1 

3% tymián 20:1 1,0±0,1 4,0±0,1 3,0±0,1 0,0±0,1 

3% tymián 10:1 2,0±0,1 4,0±0,1 2,5±0,6 0,0±0,1 

3% tymián 7:1 1,5±0,6 4,0±0,1 2,5±0,6 0,0±0,1 

3% tymián 5:1 2,5±0,6 4,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 6 mm.  

 

Naměřené velikosti inhibičních zón u disků s 2, 2,5 a 3% přídavkem skořice v různých 

poměrech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis 

a A. niger se nachází v Tabulce 10. Největńí průměrnou velikost inhibiční zóny lze nalézt 

u bakterie S. aureus po pouņití disku s 3% roztokem skořice v poměru 1:0 (10,5 mm). Také 

u bakterie E. coli lze vidět, ņe největńí zóna byla naměřena u disku s přídavkem 3 % 

skořice v poměrech 1:0 a 20:1 na 5,5 mm. Největńí zóna pro kvasinku C. parapsilosis byla 

naměřena na 4,50 mm u 3% skořice (10:1). Pro A. niger byla největńí velikost inhibiční 

zóny sledována v 2,5% roztoku 5:1 (3,0 mm). Při prvním testování (Tabulka 10) 

ani při testování po 6 měsících (Tabulka 12) roztoků tymiánu nebyla naměřena ņádná zóna 

u plísně A. niger. Při testování po 6 měsících (Tabulka 12) dońlo u 3% roztoků skořice (7:1 

a 5:1) k výraznému sníņení velikosti inhibičních zón a to aņ o 9 mm u Staphylococcus 
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aureus a k naměření niņńích hodnot inhibičních zón u bakterie E. coli a kvasinky C. 

parapsilosis. U plísně nebyly pozorovány ņádné inhibiční zóny po 6 měsíčním testování. 

Ve studii Mukhtar a Ghori (2012) byly zkoumány účinky Cinnamomum zeylanicum 

na bakterii E. coli, ve vodných a ethanolických roztocích při různých koncentracích. 

Při nejniņńí (10%) koncentraci ve vodném roztoku nebyla vytvořena ņádná zóna 

a v ethanolickém byla 8 mm, coņ odpovídá naměřeným výsledkům pro 3% roztoky. 

Lze usoudit, ņe kombinace s biopolymery zlepńuje účinky na bakterie. 

Tabulka 10 Velikost inhibičních zón pro skořici 

Vzorek 

v poměru Z:CH 

zóna 

S. aureus 

[mm] 

zóna 

E. coli 

[mm] 

zóna 

C. parapsilosis 

[mm] 

zóna 

A. niger 

[mm] 

2% skořice 1:0 0,0±0,1 2,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2% skořice 20:1 0,0±0,1 3,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2% skořice 10:1 0,0±0,1 3,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2% skořice 7:1 0,0±0,1 3,0±0,1 1,5±0,6 0,0±0,1 

2% skořice 5:1 0,0±0,1 2,5±0,6 0,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% skořice 1:0 5,5±0,6 3,0±0,1 4,0±0,1 2,0±0,1 

2,5% skořice 20:1 7,5±0,6 5,0±0,1 3,0±0,1 1,5±0,6 

2,5% skořice 10:1 8,5±0,6 3,5±0,6 3,0±0,1 2,5±0,1 

2,5% skořice 7:1 0,0±0,1 4,0±0,1 3,0±0,1 2,8±0,3 

2,5% skořice 5:1 9,0±0,1 4,5±0,6 3,0±0,1 3,0±0,1 

3% skořice 1:0      10,5±0,6 5,5±0,6 2,5±0,6 1,5±0,6 

3% skořice 20:1 7,5±0,6 5,5±0,6 2,8±0,3 2,5±0,6 

3% skořice 10:1      10,0±1,0 4,5±0,6 4,5±0,6 2,0±1,0 

3% skořice 7:1 9,0±0,1 4,5±0,6 3,5±0,1 1,5±0,6 

3% skořice 5:1 8,5±0,6 4,5±0,6 3,0±0,1 1,0±0,1 

* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 6 mm.  

Naměřené velikosti inhibičních zón u disků s 2, 2,5 a 3% přídavkem oregana v různých 

poměrech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis 

a A. niger se nachází v Tabulce 11. Největńí průměrná velikost inhibiční zóny byla 

naměřena u bakterie S. aureus na 2,50 mm po pouņití disků s 2,5% přídavkem oregana 

v poměru 1:0 a 20:1 a u 3% roztoku oregana v poměru 7:1. Pro bakterii E. coli byla 

naměřena největńí inhibiční zóna na 7,00 mm v případě roztoku s 3% oreganem (20:1) 

a u kvasinky C. parapsilosis na 2,50 mm u 3% oregana v poměru zein:chitosan 5:1. 

Při testování po 6 měsících (Tabulka 12) dońlo u 3% roztoků oregana (7:1 a 5:1) 

k mírnému zvýńení velikosti inhibičních zón u bakterií a kvasinek. U plísně A. niger 

nebyly pozorovány ņádné inhibiční zóny ani při prvním ani po 6 měsíčním testování.  
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Extrakce oreganových listů superkritickým CO2 byla prováděna za různých podmínek 

a následně zkouńena jejich antimikrobiální aktivita ve studii Santoya et al (2006). 

Antimikrobiální aktivita byla zkoumána metodou diskové difúze proti ńesti různým 

mikrobiálním druhům, včetně dvou grampozitivních bakterií (S. aureus a Bacillus subtilis), 

dvou gramnegativních bakterií (Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa), kvasinky 

(Candida albicans) a plísně (A. niger). Vysuńené rostlinné extrakty nebo čisté látky 

(standardy) byly rozpuńtěny v ethanolu aņ do konečné koncentrace 40 mg/ml. Nejlépe 

karvakrol působil na E. coli, následně na S. aureus, C. albicans a nejméně na A. niger, 

coņ je srovnatelné s výsledky této práce. V nańem případě dokonce oregano nemělo ņádný 

vliv na A. niger (Santoyo et al., 2006). 

Tabulka 11 Velikost inhibičních zón pro oregano 

Vzorek v poměru 

Z:CH 

zóna 

S. aureus 

[mm] 

zóna 

E. coli 

[mm] 

zóna 

C. parapsilosis 

[mm] 

zóna 

A. niger 

[mm] 

2% oregano 1:0 1,0±0,1 2,5±0,6 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% oregano 20:1 2,0±0,1 3,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% oregano 10:1 1,5±0,6 2,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% oregano 7:1 1,0±0,1 3,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

2% oregano 5:1 2,0±0,1 2,5±0,6 1,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% oregano 1:0 2,5±0,6 5,0±0,1 1,5±0,1 0,0±0,1 

2,5% oregano 20:1 2,5±0,6 5,5±0,6 1,5±0,1 0,0±0,1 

2,5% oregano 10:1 1,5±0,6 3,5±0,6 2,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% oregano 7:1 2,0±0,1 5,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

2,5% oregano 5:1 1,5±0,6 5,5±0,6 1,5±0,1 0,0±0,1 

3% oregano 1:0 1,3±0,3 4,5±0,6 2,0±0,1 0,0±0,1 

3% oregano 20:1 1,5±0,6 7,0±0,1 2,0±0,1 0,0±0,1 

3% oregano 10:1 1,5±0,6 5,5±0,6 2,0±0,1 0,0±0,1 

3% oregano 7:1 2,5±0,6 3,5±0,6 1,0±0,1 0,0±0,1 

3% oregano 5:1 2,0±0,1 4,0±0,1 2,5±0,6 0,0±0,1 

* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 6 mm.  

U roztoků bez aktivní látky byly u vńech zkoumaných mikroorganismů hodnoty velikosti 

inhibičních zón nulové. 

Z naměřených dat lze vyvodit, ņe thymol, tymián a oregano ve vyńńích koncentracích 

působily nejlépe na bakterii E. coli, čili na bakterii gramnegativní. Disky s těmito látkami 

také působily na grampozitivní bakterii, ale v menńí míře. Tyto roztoky bohuņel neměly 

prakticky ņádný antimikrobiální účinek na pouņitou plíseň. Roztok s 2% přídavkem skořice 

neměl ņádný vliv na bakterii S. aureus a plíseň A. niger. Ve vyńńích koncentracích vńak 

na tyto zmíněné mikroorganismy velmi dobře působil.  
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Tabulka 12 Velikost inhibičních zón aktivních látek naměřených po 6 měsících 

Vzorek 

v poměru Z:CH 

zóna 

 S. aureus 

[mm] 

zóna 

E. coli 

[mm] 

zóna 

C. parapsilosis 

[mm] 

zóna 

A. niger 

[mm] 

3% thymol 5:1  2,5±0,6 6,0±0,1 3,5±0,6 1,0±0,1 

3% thymol 7:1  3,0±0,1 6,0±0,1 4,0±0,1 1,0±0,1 

3% tymián 5:1 1,0±0,1 3,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 

3% tymián 7:1 2,0±0,1 3,5±0,6 1,0±0,1 0,0±0,1 

3% oregano 5:1  3,5±0,6 5,0±0,1 2,5±0,6 0,0±0,1 

3% oregano 7:1  2,5±0,6 5,0±0,1 1,5±0,6 0,0±0,1 

3% skořice 5:1  0,0±0,1 1,0±0,1 3,0±0,1 0,0±0,1 

3% skořice 7:1 0,0±0,1 1,0±0,1 3,5±0,6 0,0±0,1 
* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 6 mm 

 

Obrázek 19 Inhibiční zóny jednotlivých mikroorganismů 

(SA: S. aureus, EC: E. coli, CP: C. parapsilosis, AN: A. 

niger) 

Na Obrázku 19 jsou zobrazeny ilustrační fotky z měření inhibičních zón připravených 

roztoků u mikroorganismů S. aureus, E. coli, C. parapsilosis a A. niger. 

6.2.2 Stanovení minimální inhibiční koncentrace thymolu 

Z naměřených dat optické denzity byly vytvořeny růstové křivky pro bakterie S. aureus 

a E. coli s thymolem. Koncentrace při kterých byl zkoumán inhibiční účinek jsou 
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40,0 mg/ml, 20,0 mg/ml, 10,0 mg/ml, 5,0 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1250,0 µg/ml, 625,0 µg/ml, 

312,5 µg/ml, 156,3 µg/ml, 78,1 µg/ml, 39,1 µg/ml a 19,5 µg/ml. Pro ujińtění, ņe na růst 

bakterií nemá vliv absolutní ethanol byl testován také účinek ethanolu. Ani největńí 

koncentrace ethanolu neměla ņádný vliv na růst bakterie E. coli. Podobných výsledků bylo 

dosaņeno i u bakterie S. aureus, pouze nejvetńí koncentrace mírně prodlouņila lag fázi 

růstové křivky. 

Vńechny vzorky o koncentraci od 2,5 mg/ml do 19,5 µg/ml kopírovaly růstovou křivku 

bakterie E. coli (kontrola růstu bakterie). Vzorek o koncentraci 2,5 mg/ml mírně zbrzdil 

růst bakterie (prodlouņil lag fázi). Koncentrace 5,0 mg/ml byla stanovena jako minimální 

inhibiční koncentrace pro bakterii E. coli a u S. aureus byla 20,0 mg/ml. Vńechny vyńńí 

koncentrace také prokázaly antibakteriální účinek a kopírovaly křivku pro 5,0 mg/ml. 

Vńechny vzorky o koncentraci od 10,0 mg/ml do 19,5 µg/ml kopírovaly růstovou křivku 

bakterie S. aureus (kontrola růstu bakterie). Koncentrace 10,0 mg/ml a 156,3 µg/ml byla 

schopna zbrzdit růst bakterie S. aureus o několik hodin. Minimální inhibiční koncentrace 

byla stanovena u S. aureus na 20,0 mg/ml. Koncentrace 40,0 mg/ml vykazovala také 

inhibiční účinky a kopírovala křivku bakteie spolu s 20,0 mg/ml thymolu. 

Pomocí mikrodiluční metody byla zkoumána antimikrobiální aktivita thymolu proti S. 

aureus ATCC 68380 a E. coli ATCC 15221. Výsledky studie ukázaly, ņe S. aureus se jeví 

citlivějńí (MIC:0,3 mg / ml) neņ E. coli (MIC: 5,0 mg/ml) (Trombetta, 2005). V této studii 

byla také stanovena MIC na 5 mg/ml u E. coli, ovńem odolnějńí se jevil S. aureus (MIC 20 

mg/ml. Rozdíly mohou být dány jednak rozdílným sloņením roztoků či pravděpodobněji 

jinými kmeny bakterií. Wattanasatcha et al. (2012) testovali antimikrobiální aktivitu 

thymolu i jiných éterických látek proti S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 

a Pseudomonnas aeruginosa ATCC 9027. Aktivitu thymolu zkoumali i po enkapsulaci 

do směsi ethyl/methylcelulózy. Zjistili, ņe kdyņ je kdyņ je thymol enkapsulovaný, jeho 

antibakteriální aktivita je zpomalena ve srovnání s aktivitou volného thymolu 

u Pseudomonnas aeruginosa, ovńem u S. aureus a E. coli rozdíly nebyly. Lépe působí 

na E.coli stejně jako v této studii s tím rozdílem, ņe jejich MIC jsou řádově niņńí E. coli 10 

µg/ml a S. aureus 156 µg/ml (Wattanasatcha et al., 2012). 

6.2.3 Stanovení růstových křivek 

Antibakteriální účinky vzorků s 2% thymolem v poměrech zein:chitosan 1:0, 20:1, 10:1, 

7:1 a 5:1 a bez aktivní látky ve stejných poměrech byly stanoveny pomocí růstových 
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křivek. Růstová křivka bez omezení má standardní fáze, které se popisují jako fáze 

adaptace (lag fáze), fáze zpomaleného růstu, exponenciální fáze, fáze zpomaleného růstu, 

stacionární fáze a fáze odumírání (Kaprálek, 1986).   

Pro lepńí přehlednost byly do grafu vyneseny vzorky bez aktivní látky pouze v poměru 5:1, 

protoņe se dá předpokládat, ņe díky moņným antibakteriálním účinků chitosanu, kterého je 

v této směsi nejvíce, by mohlo dojít k zbrzdění růstu bakterie E. coli. Tento předpoklad 

nebyl potvrzen, jelikoņ tento vzorek kopíroval základní růstovou křivku E. coli. Vzorky 

bez aktivní látky ve vńech ostatních poměrech také kopírovaly růstovou křivku bakterie. 

Vńechny vzorky s 2% thymolem (Obrázek 20) vykazovaly inhibiční účinky, nebyl 

pozorován ņádný zákal, tudíņ nebyl prokázán růst bakterie E. coli.  

 

Obrázek 20 Závislost optické denzity na čase pro vzorky s různým poměrem zeinu a 

chitosanu u Escherichia coli 

6.2.4 Antimikrobiální účinky filmů 

Připravené filmy byly v podobě disků z nich vyseknutých testovány diskovou difúzní 

metodou. Případné antimikrobiální účinky se projevily jako inhibiční zóny, jejichņ 

průměry byly měřeny včetně disků. Pro relativizaci dat byly od naměřených hodnot 

odečteny průměry disků a byla vypočtena směrodatná odchylka. Podařilo se odlít filmy 

aņ s koncentrací zeinu 2 % a vyńńí. Filmy bylo moņné pouņít jen z plastových Petriho 

misek, ze skleněných neńly odlepit, coņ by mohlo být přičítáno rozdílné polaritě povrchů 

(sklo je polární, plasty nepolární). Filmy skořice byly velmi nehomogenní a tudíņ 

nepouņitelné pro dalńí zkoumání (Obrázek 21). Pro porovnání s roztoky byly odečteny 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0

1,
5 3

4,
5 6

7,
5 9

10
,5 12

13
,5 15

16
,5 18

19
,5 21

22
,5

O
p

ti
ck

á 
d

en
zi

ta
 

Čas [h]  

Z:CH 1:0 + Th

Z:CH 20:1 + Th

Z:CH 10:1 + Th

Z:CH 7:1 + Th

Z:CH 5:1 + Th

Z:CH 5:1 - Th

Kontrola růstu EC



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 76 

 

velikosti filmu (u roztoků disků). Oproti roztokům byly inhibiční zóny u filmů mnohem 

větńí. Není stoprocentně jisté, zdali jsou filmy více účinné, jelikoņ není zaručeno perfektně 

homogenní rozlití filmů (Obrázek 21).  

 

Obrázek 21 Skořicový film 

 

Obrázek 22 Inhibiční zóny filmů u jednotlivých mikroorganismů 
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Na Obrázku 22 jsou zobrazeny ilustrační fotky filmů při diskové difúzní metodě 

pro vńechny pouņité mikroorganismy. 

Tabulka 13 Inhibiční zóny zeinchitosanových filmů u jednotlivých mikroorganismů 

Složení filmu zóna 

S. aureus 

[mm] 

zóna 

E. Coli 

[mm] 

zóna 

C. Parapsilosis 

[mm] 

zóna 

A. Niger 

[mm] 

2% Z:CH 7:1 + 3% thymol   13,0±0,1  23,3±1,3     29,5±0,6   49,0±2,0 

2% Z:CH 5:1 + 3% thymol   10,5±0,6  12,0±0,9     31,0±0,1   53,5±2,5 

2% Z:CH 7:1 + 3% tymián 9,3±0,5  13,7±0,5 7,5±1,6   41,5±6,5 

2% Z:CH 5:1 + 3% tymián 8,3±0,5    8,3±0,5 7,5±1,6   29,5±1,5 

2% Z:CH 7:1 + 3% oregano 6,0±0,9    9,3±0,5     16,5±2,5   25,0±1,0 

2% Z:CH 5:1 + 3% oregano 8,7±0,5  13,3±0,5     14,0±1,1   40,0±4,0 

2% Z:CH 7:1 + 1% skořice 2,5±0,6 1,0±0,1 4,5±1,6 0,0±0,0 

2% Z:CH 5:1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,0 

2% Z:CH 7:1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,0 

2% Z:CH 7:1 + 0,5 g tymián 8,5±0,6 5,0±0,1 3,0±0,1   16,0±1,0 

2% Z:CH 5:1 + 2% thymol  9,0±0,1  11,5±0,6 4,0±0,1   34,0±1,0 

5% Z:CH 7:1 + 2% thymol 9,5±0,6  11,5±0,6 3,0±0,1   21,0±0,0 

10% Z:CH 5:1 + 2% oregano  8,0±1,1  10,0±0,1 3,0±0,1   20,0±0,0 

2% Z:CH 5:1 + 3% thymol    23,0±0,1  21,0±0,1     28,0±1,1 0,0±0,0 

2% Z:CH 5:1 + 2,5% thymol    16,0±0,1  15,0±1,1     11,5±0,6   34,5±1,6 

2% Z:CH 5:1 + 2% thymol    23,5±1,6  15,0±0,1 2,5±0,6   32,0±1,0 

10% Z:CH 1:0  0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 

10% Z:CH 1:0 + 2% tymián 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 

10% Z:CH 1:0 + 2% oregano  1,0±0,1 1,0±0,1 0,0±0,1 5,5±0,6 

10% Z:CH 1:0 + 2% skořice    17,5±0,6  15,0±2,0     27,0±1,1   25,0±2,0 

* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 9 mm.  

Tabulka 14 Inhibiční zóny filmů po 6 měsících 

Složení filmu zóna 

S. aureus 

[mm] 

zóna 

E. Coli 

[mm] 

zóna 

C. Parapsilosis 

[mm] 

zóna 

A. Niger 

[mm] 

2% Z:CH 7:1 + 3% tymián  7,7±0,9  14,0±0,8 9,5±0,6   30,0±1,1 

2% Z:CH 5:1 + 3% thymol 4,0±0,1    8,7±0,9 9,5±0,6   35,0±1,1 

2% Z:CH 7:1 + 3% thymol  10,0±0,1  11,0±0,8 3,5±0,6 7,0±5,1 

2% Z:CH 5:1 + 3% oregano  7,7±0,6  10,7±0,5 4,5±0,6   21,0±3,1 

10% Z:CH 5:1 + 2% oregano  2,5±0,5 3,5±0,6 2,0±0,1 6,0±0,1 

10 % Z:CH 1:0 + 2% skořice  4,0±0,1 6,5±0,6     28,5±0,6 0,0±9,1 

2% Z:CH 5:1 + 2,5% thymol  9,0±1,1 9,0±1,1     10,5±1,6   34,5±1,6 

2 % Z:CH 7:1 + 2% tymián  2,7±0,5 2,0±0,1 2,0±0,1 1,5±0,6 

5 % Z:CH 1:0  0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 0,0±0,1 

10% Z:CH 1:0 + 2% skořice   11,0±0,1  11,0±0,1     23,5±0,6 1,0±0,1 

* zóna –hodnoty v tabulce jsou jiņ po odečtu velikosti disku 9 mm.  

V Tabulce 13 jsou naměřené inhibiční zóny a jejich směrodatné odchylky pro bakterie, 

kvasinku a plíseň. Z naměřených hodnot lze vyčíst, ņe největńí zóny, tudíņ nejlepńí 
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antimikrobiální účinky byly pozorovány u filmů s přídavkem thymolu na plíseň A. niger. 

Inhibiční zóny nebyly sledovány u filmu s přídavkem 1 % skořice u plísně, coņ můņe být 

způsobeno nehomogenními filmy, případně takováto koncentrace skořice není na zastavení 

růstu dostačující. Thymol i oregano měly velmi dobré účinky na kvasinku. V případě 

bakterií se nedá říci, ņe by některý z esenciálních olejů měl větńí vliv na jednu 

nebo druhou. Na mikroorganismy nejméně působila 1% skořice a 3% hřebíček. Filmy 

s 10% obsahem zeinu s přídavkem oregana vykazovaly také menńí účinky a v případě 2% 

tymiánu dokonce nulové. Také filmy bez aktivní látky nevytvářely ņádné inhibiční zóny. 

Kombinace chitosanu a esenciálního oleje vykazovala fungicidní účinky proti Rhizopus 

stolonifer a A. niger. Povlak těchto látek sníņil výskyt prvních známek černé plísně 

a měkké hniloby v uměle kontaminovaných plodech cherry rajčat během skladování o 9 

dnů, kdy na konci skladování vykazovalo ovoce potaņené vyńńí pevnost a niņńí ztrátu 

hmotnosti, zpomalení poklesu lykopenu, kyseliny askorbové, citrónové, glukózy a fruktózy 

(Barreto et al., 2016). Filmy na bázi pullulanu, u kterých byla zkoumána antimikrobiální 

aktivita mimo jiné i pro kmen S. aureus s přidáním 3% (hm./obj.) koncentrace thymolu, 

byla naměřená inhibiční zóna 15,5 mm (Gniewosz & Synowiec, 2011). 

V Tabulce 14 se nachází inhibiční zóny filmů testovaných po 6 měsících, také zde lze 

největńí zóny nalézt u plísně A. niger po pouņití filmů s thymolem. Skořice po 6 měsících 

nejlépe působí na kvasinku C. parapsilosis. Nejmenńí účinky vykazují po 6 měsících 

tymián a oregano. Film s 1% skořice nejlépe působil na kvasinku, také vytvořil 2,5 mm 

zónu u S. aureus ovńem ve studii zaměřené na přípravu filmu na bázi chitosanu 

s přídavkem EDTA byla u 1% skořice naměřena mnohem větńí zóna 92,1 mm (Singh et 

al., 2012). 

6.3 Uvolňování aktivní látky  

Jednou z klíčových vlastností je i zajińtění schopnosti filmu udrņet v systému aktivní látku 

a postupně ji uvolňovat. Snahou bylo zjistit, zda se látka uvolňuje do roztoku a jestli 

po uvolnění v roztoku vykazují filmy antimikrobiální vlastnosti. Zdá se, ņe poměr 

zein:chitosan (7:1, 5:1) neměl zásadní vliv na antimikrobiální účinky. Na obrázcích se 

nachází velikosti inhibičních zón aktivních látek o koncentraci 3 % u 2% zein-

chitosanových filmů s poměrem zein:chitosan 7:1 a 5:1 v čase pro jednotlivé 

mikroorganismy (Obrázek 23, Příloha PI, PII). Kromě filmu s poměrem 7:1 u A. niger byly 

v čase nula největńí zóny naměřeny pro thymol. U plísně v tomto poměru byla největńí 
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zóna vytvořena u tymiánu. Naopak ve vńech jiných případech neņ AN 7:1 byly naměřeny 

v čase nula nejmenńí inhibiční zóny právě pro tymián. Po 24 hodinách byly účinky filmů 

s tymiánem ve vńech případech nulové.  

Z grafů lze vyčíst klesající trend antibakteriálních účinků (Obrázek 23, Příloha PIII). 

S výjimkou oregana byly vńechny vzorky na mikroorganismy po 24 hodinách neúčinné. 

Vzorky byly odebrány i po 5 a 12 dnech a naměřeny ve vńech případech nulové inhibiční 

zóny. U kvasinky a plísně dońlo v čase tři hodiny k vytvoření větńí zóny neņ v čase nula. 

Tento výsledek je přikládán nedostatečné homogenizaci vzorků a tudíņ pravděpodobné 

větńí koncentraci účinné látky v některých filmech. Mastromatteo et al. (2009) ve své 

studii zjistili, ņe uvolňování thymolu ze zeinového filmu se sniņovalo se zvětńuijící se 

tlouńťkou. Li et al. (2012) zase uvádí, ņe uvolňování thymolu ze zeinového filmu 

z nanočástic je dvoufázový proces – kdy nejdřív dojde k prudkému uvolnění velkého 

mnoņství a poté se uvolňování výrazně zpomalí.  

 

Obrázek 23 Velikost inhibiční zóny zeinchitosanového 

filmu v poměru 7:1 u mikroorganismu Aspergillus niger 

 

Obrázek 24 Velikost inhibiční zóny zeinchitosanového filmu s oreganem 

v poměru 7:1 u mikroorganismu Aspergillus niger  
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Lze vidět, ņe vzorky poměrně rychle ztrácí antibakteriální účinky (jiņ po 24 hodinách). 

Mohlo by se spekulovat o tom, ņe ztráta antibakteriálních účinků je spjata s tvarem filmu. 

Film je poměrně tenký a má velkou plochu coņ umoņňuje rychlou difuzi aktivních látek 

do roztoku. Z tohoto důvodu nemají dlouhodobé vyuņití pro průmyslové aplikace. Naopak 

například enkapsulace esenciálních olejů do zeinových nanofilmů můņe uvolňování 

aktivních látek výrazně zpomalit (Parris et al., 2008). 

V Příloze P III a na Obrázku 24 jsou fotky reálných filmů odebraných v čase pro jednotlivé 

mikroorganismy. Na těchto obrázcích lze pozorovat, ņe největńí zóny tvořila plíseň 

A. niger, dále pak, ņe např u oregana působí na mycelium plísně tak ņe dochází k jeho 

zbělení. Také zde lze vidět, ņe připravené filmy si ne vņdy udrņí svůj tvar, coņ můņe být 

způsobeno nehomogenitou připravených filmů, která se daným způsobem přípravy nedá 

více zajistit. 
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ZÁVĚR 

Práce byla zaměřena na vyrobení biokompatibilní směsi z biodegradovatelných, 

netoxických materiálů. Byly připraveny tedy roztoky a filmy s různými 

koncentracemi  zeinu 0,5 %, 2 %, 5 % a 10 % a o různých poměrech zeinu a chitosanu 

(1:0, 20:1, 10:1, 7:1 a 5:1). Do směsi byly zakomponovány čtyři aktivní látky (thymol, 

tymián, oregano a skořice) také o různých koncentracích (2 %, 2,5 % a 3 %). Následně 

byly vizuálně zhodnoceny, a zkoumány základní fyzikálně-chemické vlastnosti.  

Bylo zjińtěno, ņe směsi bez aktivní látky a s největńí koncentrací chitosanu vykazují větńí 

stabilitu, neņ vzorky, do kterých byly přidány esenciální oleje a thymol. Dále byl měřen 

zeta potenciál, pH a  velikost částic. U roztoků byla zkouńena antimikrobiální aktivita vůči 

grampozitivní bakterii Staphylococcus aureus, gramnegativní Escherichia coli, 

kvasince Candida parapsilosis a vláknité mikromycetě Aspergillus niger pomocí diskové 

difuzní metody a bylo zjińtěno, ņe lépe působí roztoky ve vyńńích koncentracích u thymolu, 

tymiánu a oregana na  gramnegativní bakterii. Naopak roztoky s vyńńím obsahem skořice 

vytvářeli větńí inhibiční zóny u grampozitivní bakterie a působili na rozdíl od předchozích 

i na vláknitou mikromycetu. Také bylo provedeno testování po 6 měsících a naměřené 

výsledky byly podobné. Kromě diskové difuzní metody byla stanovena minimální 

inhibiční koncentrace pro bakterie u 2% thymolu. U  gramnegativní dońlo k potlační růstu 

při 5 mg/ml u grampozitivní aņ při 20 mg/ml. Nakonec byly stanoveny růstové křivky 

roztoku s 0,5% zeinem ve vńech poměrech zeinu a chitosanu a s přídavkem 2 % thymolu 

i bez něj. Po vyhodnocení lze říci, ņe vńechny vzorky obsahující 2% thymol vykazovaly 

inhibiční účinky.  

V dalńí části práce byly vytvořeny filmy odlitím a následným suńením. Vyrobit se povedly 

filmy s minimálním obsahem zeinu 2 %. Takto připravené filmy byly podrobeny také 

difuzní diskové metodě. Z výsledků bylo patrné, ņe filmy měly mnohem větńí 

antimikrobiální aktivitu a to předevńím u vláknité mikromycety Aspergillus 

niger, na kterou roztoky vůbec neúčinkovali. Nakonec byla provedena studie zaměřená 

na uvolňování aktivních látek v čase. Vzorky byly odebírány v čase 0, 3 h a 1, 5 a 12 dnů. 

Větńina vzorků po 24 hodinách jiņ nevykazovala ņádné inhibiční účinky. 

V posledních letech byla velká pozornost zaměřena na výzkum nákladově efektivních 

náhrad komoditních plastů na bázi ropy biodegradabilními materiály nabízejícími 

konkurenceschopné mechanické vlastnosti. Biopolymery byly a jsou v tomto směru 

povaņovány za nejslibnějńí materiály. Obecně vńak vykazují ńpatné mechanické vlastnosti, 
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co se týče zpracovatelnosti a konečné pouņití, jelikoņ křehkost vykazovaná během tváření 

za tepla můņe omezit jejich potenciál pro aplikaci. Za účelem překonání tohoto problému 

se přidávají změkčovadla, aby se zajistila nezbytná zpracovatelnost biopolymerů. Pouņití 

přírodních a biologicky rozloņitelných změkčovadel s nízkou toxicitou a dobrou 

kompatibilitou s několika plasty, pryskyřicemi, kaučukem a elastomery jako náhradou 

za konvenční změkčovadla, jako jsou ftaláty a jiná syntetická konvenční změkčovadla, 

přitahují trh spolu s rostoucím celosvětovým trendem pouņívání biopolymerů. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

AN  Aspergillus niger, A. niger 

C2H4O2 Kyselina octová ledová  

COOH  Karboxylová skupina 

CP  Candida parapsilosis, C. parapsilosis 

EC  Escherichia coli, E. coli 

EDTA  Ethylendiamintetraoctová kyyselina 

ESKAPE  Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter 

HCl   Kyselina chlorovodíková 

Hg  Rtuť 

KH2PO4 Dihydrogenfosforečnan draselný 

KCl   Chlorid draselný 

LET  Liposomální enkapsulační technologie 

MBC  Minimální baktericidní koncentrace 

MH  Müller-Hinton 

MIC  Minimální inhibiční koncentrace 

MPB  Masopeptonový bujón 

N2  Dusík 

NaCl  Chlorid sodný 

Na2HPO4 Hydrogenfosforečnan sodný 

O/V  Olej ve vodě 

SA   Staphylococcus aureus, S. aureus 

SDS  Dodecylsulfát sodný 

Th  Thymol 

V/O  Voda v oleji 
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PŘÍLOHA P II: INHIBIČNÍ ZÓNY MIKROORGANISMŮ U 

ZEINCHITOSANOVÝCH FILMŮ V POMĚRU 5:1 
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PŘÍLOHA P III: INHIBIČNÍ ZÓNY MIKROORGANISMŮ PŘI 

UVOLŇOVÁNÍ AKTIVNÍ LÁTKY V ČASE  Z FILMŮ Z:CH 7:1 
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