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ABSTRAKT

Diplomova prace se zaméfuje na zkoumani antimikrobidlni aktivity polymernich smési.
V teoretické casti jsou blize specifikovany zékladni nosné systémy zahrnujici emulze,
emulgely, lipozomy, micely, ¢i polymerni c¢astice. V této praci byly pfipraveny
biopolymerni smési zein/chitosan s ptidavkem antimikrobialnich latek (thymol, esencidlni
oleje - tymidn, skofice a oregano), které byly charakterizovany (zeta potencial, pH,
prumérna velikost ¢astic), vizudln€¢ zkoumany, byly sledovany jejich antimikrobidlni
u¢inky a také dynamika uvolnovani aktivni latky. Roztoky ve vysSich koncentracich
u thymolu, tymianu a oregana pusobili na gramnegativni bakterie. Naopak roztoky
s vy$§im obsahem skofice vytvareli vétsi inhibicni zony u grampozitivni bakterie a pisobili
na rozdil od ptfedchozich 1 na plisen. VSechny vzorky obsahujici 2% thymol vykazovaly
inhibi¢ni uc¢inky. V dal$i Casti prace byly vytvotfeny filmy, jako nejpovedenéjsi se jevily
s minimalnim obsahem zeinu 2 %. Z vysledkl bylo patrné, Ze filmy mély mnohem vétsi
antimikrobialni aktivitu a to ptedevs§im u plisné Aspergillus niger, na kterou roztoky viibec
neucinkovali. Nakonec byla provedena studie zaméfend na uvoliiovani aktivnich latek

v Case. Vétsina vzorkl po 24 hodinéch jiz nevykazovala Zadné inhibi¢ni u€inky.

Kli¢ova slova: film, zein, chitosan, thymol, skofice, tymidn, 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.

Keywords: film, zein, chitosan, thymol, cinnamon, thyme, oregano
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UvVOD

V dusledku vzrastajicich globéalnich problémi souvisejicich se zne€iSténim zivotniho
prostiedi roste rovnéz snaha o nalezeni moznosti snizeni ekologické stopy v podobé
biologickych substitutii nékterych soucasnych syntetickych materiali. Rostlinné
slouceniny vzbudily velky zdjem diky mozZnosti snadné biodegradace a v piipadée
éterickych olejii 1 diky svym zndmym antimikrobidlnim a antioxida¢nim vlastnostem.
V souCasn¢ dobé tedy zintenziviiuje snaha zkoumat moZzné kombinace filmu
z biopolymernich sloucenin a jejich funkénost v ménicich se podminkach. Jedlé nebo
biologicky rozlozitelné filmy mohou poskytnout nahradu, pfipadné fortifikaci pfirodnich
vrstev zabranujici ztraté vlhkosti, zatimco selektivné umoziiuji fizenou vyménu dtlezitych
plynii, jako je kyslik, oxid uhli¢ity, a ethylen, které jsou zapojeny do procesu respirace.

Biofilmy vSak mohou mit 1 fadu dalSich uplatnéni odvijejicich se od jejich vlastnosti.

VétSina biologicky rozlozitelnych filmii je vytvafena z biopolymerti v podobé proteinti
a polysacharidii ziskanych vodnych disperzi a odlitim filmu. Bylo vSak zjisténo, Ze
zapouzdieni esencialnich oleji do filmid mutze ovlivnit jejich mikrostrukturu. Tyto zmény
mikrostruktury mohou vést k nékterym zméndm fyzikalnich vlastnosti filmu, vcetné
tahovych, optickych a bariérovych vlastnosti. Rizné¢ kombinace a koncentrace latek mohou

vést ke vzniku odlisnych filma s odlisSnymi vlastnostmi.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat dopady riznych poméri biopolymernich latek

s aktivni slozkou na vlastnosti vzniklych filml a to v€etné¢ antimikrobidlni aktivity.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NOSNE SYSTEMY

Nosné systémy slouzi predevsim k piepraveé ucinnych latek, k jejich cilenému doruceni
auvolnovani na vybrané misto. Krom¢ toho jsou schopny ochranit uc¢inné latky
pred vnéjsimi degradacnimi vlivy napft. pied svétlem, teplem, kyslikem, a tim zajistit jejich
stabilitu. Pomoci nosnych systému lze regulovat odpafovani tékavych slozek, maskovat
nezadouci organoleptické vlastnosti a uspofit naklady snizenim mnozstvi pouzitych piisad

(Costa & Santos, 2017).

1.1 Emulze

Obecné se emulze déli na hrubé emulze neboli makroemulze (200 nm-200 pm),
nanoemulze neboli submikronové emulze (20-200 nm) a mikroemulze (4-200 nm)

(Sedaghat Doost et al., 2020).

Emulze jsou tfidou disperznich systému sestavajicich se ze dvou nemisitelnych kapalin.
Kapicky kapaliny (disperzni faze) jsou dispergovany v kapalném médiu (kontinualni faze).
Lze rozlisit nékolik tfid dle faze: olej ve vodé (O/V), voda v oleji (V/O) a olej v oleji
(O/0). Ptikladem muze byt emulze sestavajici z polarniho oleje (napt. propylenglykolu)
dispergovaného v nepoldrnim oleji (parafinovy olej) a naopak. K rozptyleni dvou
nemisitelnych kapalin je zapotiebi tieti slozky - emulgatoru. Volba emulgatoru je
rozhodujici pro tvorbu emulze a jeji dlouhodobou stabilitu. Emulze mohou byt

klasifikovany podle povahy emulgatoru nebo struktury systému (Tadros, 2013).

Nejjednodussi typ predstavuji ionty, jako je OH", které mohou byt specificky adsorbovany
na kapic¢ce emulze, ¢imz se vytvoii naboj i dvojita vrstva, kterd poskytuje elektrostaticky
odpor. Tento jev byl prokazan u velmi zfedénych emulzi O/V odstranénim kyselosti (Liang
et al., 2020). Nejucinnéj$imi emulgatory jsou neionické povrchové aktivni latky, které 1ze
pouzit k emulgaci O/V nebo V/O. Kromé toho mohou stabilizovat emulzi proti flokulaci
a koalescenci (Tadros, 2013). Ionické povrchové aktivni latky, jako je dodecylsulfat sodny
(SDS), lze také pouzit jako emulgatory (pro O/V), ale systém je citlivy na pfitomnost
elektrolytd. Smési povrchové aktivnich latek, napfiklad ionické a neionické, nebo smési
neionickych povrchové aktivnich latek mohou byt ucinnéjsi pfi emulgaci a stabilizaci

emulze (Liang ef al., 2020).

Neionické polymery, nékdy oznaCované jako polymerni povrchové aktivni latky, naptiklad

Pluronics, jsou ucinngjs$i pii stabilizaci emulze, ale mohou trpét obtizemi emulgace
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(pro vyrobu malych kapicek), pokud pro tento proces neni aplikovdna vysokéa energie.
Polyelektrolyty, jako je kyselina poly (methakrylovd), lze také pouzit jako emulgatory.
Smési polymert a povrchové aktivnich latek jsou idealni pro dosazeni snadné emulgace
a stabilizace emulze. Lamelarni kapalné krystalické faze, které 1ze vyrobit pomoci smési
povrchové aktivnich latek, jsou velmi G¢inné pii stabilizaci emulze. Pevné Castice, které se
mohou akumulovat na rozhrani O/V, lze také pouzit pro stabilizaci emulze. Tyto emulze se
oznacuji jako Pickeringovy emulze, pfi¢emz Castice jsou c¢aste¢né zvlhéeny olejovou fazi

a vodnou fazi (Guyot et al., 2003).

Fyzikalni jevy zapojené do kazdého procesu rozpadu nejsou jednoduché a vyzaduji
analyzu zapojenych povrchovych sil. Kromé toho se zmifiované procesy mohou odehravat
soucasné, nikoli postupné, coz analyzu komplikuje. Modelové emulze s monodisperznimi
kapickami nelze snadno vyrobit, a proto jakykoli teoreticky popis musi brat v uvahu a¢inek
distribuce velikosti kapicek (Miller, 2020). Sedimentace vyplyva z vnéjSich sil obvykle
gravitacnich nebo odsttedivych. Pokud takové sily ptfesdhnou tepelny pohyb kapicek
(Browniv pohyb), v systému se vytvoifi koncentra¢ni gradient s vétSimi kapickami
pohybujicimi se rychleji nahoru (pokud je jejich hustota nizs$i nez hustota média) nebo
smérem doli (pokud jejich hustota je vétsi nez hustota média). V omezujicich ptipadech
mohou kapicky tvofit tésn¢ zabalené (ndhodné nebo uspoiadané) pole v horni nebo dolni
¢asti systému se zbytkem objemu obsazeného kontinualni kapalnou fazi (Tadros, 2013).
Flokulace oznacuje agregaci kapicek (bez jakékoli zmény velikosti primarnich kapicek)
do vétsich jednotek. Je to vysledek pfitazlivosti van der Waalsovych sil, ktery je
univerzalni u vSech rozptylovych systémii. K flokulaci dochdzi, kdyz neni dostatecné
odpuzovani k udrzeni kapicek odd€len¢ na vzdélenosti, kde je van der Waalsova
pritazlivost slaba. Flokulace mtize byt ,,silnd“ nebo ,,slabd* v zavislosti na velikosti
ptitazlivé energie (Sharadha et al., 2020). Ostwaldovo zrani (disproporce) je vysledkem
konecné rozpustnosti kapalnych fazi. Kapaliny, které jsou oznaovany jako nemisitelné,
maji Casto vzajemné rozpustnosti, které nejsou zanedbatelné. U emulzi, které jsou obvykle
polydisperzni, budou mit mens$i kapi¢ky vetsi rozpustnost ve srovnani s vétSimi (kvili
ucinkiim zakiiveni). Postupem casu mensi kapicky zmizi a jejich molekuly se rozptyli
do velkého objemu a usadi se na vétsich kapkach. Casem se distribuce velikosti kapicek
posune na veétSi hodnoty. To se tykd procesu ztencovani a rozruSeni kapalného filmu
mezi kapickami v dasledku faze dvou nebo vice kapicek na vétsi. Omezujicim piipadem

koalescence je UpIné rozdéleni emulze na dvé odlisSné kapalné fadze. Hnaci silou
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pro koalescenci jsou kolisani povrchu nebo filmu, které vede k tésnému ptiblizeni kapicek,
pri¢emz van der Waalsovy sily jsou silné, ¢imz brani jejich oddéleni. Piikladem muze byt
proces, pfi kterém dojde k vymén¢ mezi disperzni fazi a médiem. Napiiklad emulze O/V se
mize s ¢asem nebo zménou podminek prevratit na emulzi V/O. V mnoha ptipadech fazova

inverze prochéazi prechodnym stavem, ¢imz se vytvoii vice emulzi (Tadros, 2013).

Rozhrani mezi dvéma objemovymi fazemi, napiiklad kapalina a vzduch
(nebo kapalina/para), nebo dvéma nemisitelnymi kapalinami (olej/voda) mulze byt
definovano za pfedpokladu, Ze je zavedena délici cara. Mezifdzova oblast neni pouze
vrstva o sile jedné molekuly. Je to oblast o tloust’ce & s vlastnostmi odliSnymi od dvou

objemovych fazi a a B (Slomkowski ef al., 2011).

Pomoci Gibbsova modelu je mozné ziskat definici povrchového nebo mezifazového napéti
v. Energie bez povrchové energie dG° je tvoiena tfemi slozkami: entropicky termin S° dT,
interfacedlni energeticky termin Ady a sloZeny termin nidp; (n; je pocet moll slozky

1 s chemickym potencialem ;). Gibbsova-Deuhemova rovnice je (Rovnice 1):

dG” = —S7dT + Ady + ) _ mdy

(D
Pti konstantni teploté a sloZeni plati (Rovnice 2):
dG? = Ady
_(9G”
Y=\a ),
2)

Pro stabilni rozhrani je y kladné, tj. pokud se plocha rozhrani zvétsi, G° se zvysi také. v je
energie na jednotku plochy (mJm™ %), coZ je rozmérové ekvivalentni sile na jednotku délky
(mNm ). Pro zak¥ivené rozhrani je tteba vzit v tvahu U¢inek poloméru zaktiveni.
Odhaduje se, ze y pro zakiivené rozhrani je velmi blizko povrchu roviny, pokud nejsou
kapicky velmi malé (<10 nm). Zakiivené rozhrani vytvari nékteré dalsi dilezité fyzikalni
jevy, které ovliviiuji vlastnosti emulze, napt. Laplacetv tlak Ap, ktery je urcen poloméry

zakiiveni kapicek (Rovnice 3):

apey (L]
p=v\;t5

kde r; a r; jsou dva hlavni poloméry zakfiveni.

3)
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Pro dokonale kulovitou kapicku r; = r, =r plati (Rovnice 4):

' )
Pro kapitky uhlovodikt s polomérem 100 nm a y = 50 mNm™ ', Ap = 106 Pa (10 atm).
V ptitomnosti stabilizatoru (povrchové aktivni latky a / nebo polymeru) je mezi kapickami
vytvofena energetickd bariéra, a proto se obraceni ze stavu II do stavu I stava
nekontinudlni v disledku ptitomnosti téchto energetickych bariér. V pfitomnosti vySe
uvedenych energetickych bariér se systém stava kineticky stabilni (Slomkowski et al.,

2011).

Obecné lze tici, Ze mezi kapickami emulze existuji tfi hlavni interakéni energie (sily), které
jsou diskutovany v nasledujicich odstavcich. Van der Waalsova ptitazlivost mezi atomy
nebo molekulami nabyva tfi podob: dipol — dipdl, dipélem indukovany dipdl a disperze.
Pti absenci odporu dochazi ke flokulaci velmi rychle produkujici velké shluky. Aby bylo
mozné pusobit proti van der Waalsoveé pfitazlivosti, je nutné vytvofit odpudivou silu.
V zévislosti na povaze pouzit¢tho emulgatoru lze rozlisit dva hlavni typy odpudivosti:
elektrostatickou (diky vytvofeni dvojitych vrstev) a sterickou (v dasledku pfitomnosti
adsorbovanych povrchové aktivnich latek nebo polymernich vrstev) (Ouarhim et al.,

2020).

Dalsim procesem je elektrostaticky odpor. Toho Ize dosahnout adsorpci iontové povrchove
aktivni latky. Povrchovy potencial vy, linedrné¢ klesa na w4 (Sterniv nebo zeta potencial)
a poté exponencidlné¢ se zvySovanim vzdalenosti X. ProdlouZeni dvou vrstev zavisi
valence, tim vétsi je dvojita vrstva). Kdyz se nabité koloidni Castice v disperzi ptiblizuji
k sob¢ tak, Ze se dvojitd vrstva zacina prekryvat (separace Castic je mensi nez dvojnasobek
dvojvrstvého prodlouZeni), dochazi k odpuzovani. Jednotlivé dvojité vrstvy se jiZ nemohou
neomezen¢ rozvijet, protoZze omezeny prostor neumoziuje uplny potencidlni rozpad.
Energetické maximum zabratiuje blizkému pftiblizovani kapi¢ek a brani ve flokulaci
na primarni minimum. Cim vy$$i je hodnota v, a nizsi koncentrace elektrolytu a valence,
tim vyssi je maximum energie. Pfi stfednich koncentracich elektrolytu miZe nastat slaba

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

Mikroemulze jsou obecné tvofeny spontanné, bez jakéhokoliv vyznamného piisunu
energie, smichanim olejové faze s vodnou fazi obsahujici primarni povrchové aktivni latku
a kosurfaktant, coz byvad obvykle alkohol se stfedni délkou fetézce (Obrazek 1)
(Hegde et al., 2013).

Hydrofilni
faze

Povrchové aktivni latka

Obrazek 1 Struktura mikroemulze (Srikanth, 2012)
Mohou byt ptipraveny v Sirokém rozmezi koncentraci povrchové aktivnich latek a rizném
poméru slozek olej/voda. Tyto homogenni systémy spadaji vSechny pod kapaliny s nizkou
viskozitou (Lu et al., 2010). Tvorba mikroemulze je reverzibilni. Pti pfili§ nizkych
nebo vysokych teplotich se mohou stat nestabilni, avSak po navraceni do normalniho

rozmezi se znovu vytvoii (Singh et al., 2014).

Jsou Casto prithledné nebo priisvitné. Zda je systém transparentni, zavisi nejen na velikosti,
ale také na rozdilu indexu lomu mezi fazi oleje a vody. Mikroemulze s malou velikosti
(v oblasti 10 nm) se mtze jevit jako prisvitnd, pokud je rozdil v indexu lomu mezi olejem
a vodou velky. Relativné velké mikroemulzni kapicky (v oblasti 50 nm) se mohou jevit
jako transparentni, pokud je hodnota indexu lomu velmi mal4d (Tadros, 2018). N&které
mikroemulze vykazuji silny svételny rozptyl, pfiCemz transmitované svétlo je obvykle
nacervenalé, zatimco odrazené svétlo je bélavé (Mittal ef al., 1999). Mezi nevyhody patii
jejich omezend solubiliza¢ni kapacita pro vysokotajici latky a také velkd spotieba

povrchové aktivnich latek pro stabilizaci kapicek (Singh et al., 2014).
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1.1.2 Nanoemulze

V porovnani s mikroemulzemi se jednd o nerovnovazné, termodynamicky nestabilni
systémy. Stejn¢ jako emulze jsou vysoce kineticky stabilni. Nanoemulze vykazuji vysokou
solubilizacni kapacitu a nizkou viskozitu. NejvétSim problémem u nanoemulzi je

Ostwaldovo zrani a vysoké naklady na jejich vyrobu (Kale et al., 2016).

Existuji dva zplsoby jak nanoemulze ptipravit. Prvnim je vysokoenergetickd emulgace
a druhym nizkoenergeticka emulgace. Do vysokoenergetickych je zahrnuta napf.
ultrazvukovd  emulgace, mikrofluidizace, membranova emulgace, vysokotlaka
homogenizace. Do nizkoenergetickych patii metoda teplotni fadzové inverze, inverzni bod

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

1.2 Emulgely

Emulgely se svym sloZzenim velmi podobaji emulzim. Jsou sloZeny z dispergované
a kontinudlni faze. Jako stabilizator je pouZito gela¢ni Cinidlo, coz je pevny material, ktery
tvofi sitovou strukturu. Vytvofeni sitové struktury omezuje pohyb vnitini fize a tim
destabilizaci emulze) (Sharma et al., 2018). Emulgely diky své trojrozmérné siti maji lepsi
stabilitu ve srovnani s nanoemulzemi. Emulgely mohou byt piipraveny za pouziti
syntetickych hydrofilnich polymeri, pomoci proteini ¢i polysacharidi iontovym
zesitovanim. Velkou nevyhodou pii vyrobé emulgelll je potfeba vyssiho tepelného
zpracovani pro vytvoieni gelové sité, coz miize mit nepfiznivé ucinky na tékavé esencidlni

oleje (Sedaghat Doost et al., 2020).

1.3 Liposomy

Liposomy ptedstavuji malé, vezikuly kulovitého tvaru umélého ptvodu, které l1ze vytvoftit
z cholesterolu a pfirodnich netoxickych fosfolipidii. Vzhledem k jejich velikosti
a hydrofobnimu a hydrofilnimu charakteru (kromé biokompatibility) liposomy jsou
slibnymi systémy pro dodavani 1é¢iv. Vlastnosti liposoml se vyrazné lisi podle sloZeni
lipidQ, povrchového naboje, velikosti a zplsobu piipravy. Vybér komponent dvojvrstvy
dale urcuje ,tuhost nebo ,tekutost a naboj dvojvrstvy. Napiiklad nenasycené druhy
fosfatidylcholint z pfirodnich zdroji (fosfatidylcholin z vajec nebo sojovych bobil)

vytvéieji mnohem propustnéj$i a méné stabilni dvojvrstvy. Na druhou stranu nasycené
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fosfolipidy s dlouhymi acylovymi fetézci (naptiklad dipalmitoylfosfatidylcholin), vytvateji

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

Je prokazéno, ze fosfolipidy impulzivné vytvareji uzaviené struktury, kdyz jsou
hydratovany ve vodnych roztocich. Takové vezikuly, které maji jednu nebo vice
fosfolipidovych dvouvrstvych membran, mohou transportovat vodné nebo lipidové latky.
Protoze lipidy jsou ve vodnych médiich amfipatické (hydrofobni i hydrofilni), jejich
termodynamické fazové vlastnosti a samosklddaci vlastnosti ovliviiuji entropicky
zamétenou konfiskaci jejich hydrofobnich sekci do sférickych dvojvrstev. Tyto vrstvy se
oznacuji jako lamely. Liposomy jsou obecné definovany jako sférické vezikuly s velikosti
¢astic v rozmezi od 30 nm do n€kolika mikrometra. Skladaji se z jedné nebo vice
lipidovych dvojvrstev obklopujicich vodné jednotky, kde skupiny polarnich casti jsou
orientovany v cesté vnitini a vnéj$i vodné faze. Na druhé strané se sebeagregace polarnich
lipidi neomezuje pouze na konvencni dvojvrstvé struktury, které se spol€haji
na molekularni tvar, teplotu a podminky prostfedi a podminky piipravy, ale mohou se

samy sestavit do riiznych typt koloidnich ¢astic (Akbarzadeh et al., 2013).

Liposomy se hojné pouzivaji jako nosi¢e mnoha molekul v kosmetickém a farmaceutickém
prumyslu. Kromé toho potravinaisky a zemédé¢lsky prumysl rozsdhle studoval pouziti
liposomového zapouzdieni pro rust dodévacich systéma, které mohou zachytit nestabilni
slouc¢eniny (naptiklad antimikrobidlni latky, antioxidanty, aromata a bioaktivni prvky)
a chranit jejich funkcénost. Diky jejich biokompatibilité, biologické rozlozitelnosti, nizké
toxicit¢ a schopnosti zachytit hydrofilni 1 lipofilni I€ky liposomy zjednodusSily mistné

specifické dodavani léciva do nadorovych tkani (Simao et al., 2015).

Liposomalni enkapsulacni technologie (LET) je nejnovéjsi dodavaci technika pouzivana
I¢kati k transferu 1€k, které funguji jako lécebné promotory do vybranych télnich organt.
LET je metoda vytvafeni sub-mikroskopickych pén zvanych liposomy, které zapouzdiuji
cetné materialy. Tyto ,liposomy* tvoii bariéru kolem jejich obsahu, kterd je odolna viici
enzymim v Ustech a zaludku, zdsaditym roztokiim, travicim S§tdvam, zluCovym solim
a stfevni flote, které jsou vytvafeny v lidském téle, jakoZ i volnym radikdlim. Obsah
liposoml je proto chranén pfed oxidaci a degradaci. Tento ochranny fosfolipidovy Stit
zustava neposkozeny, dokud neni obsah liposomu dodan do piesné cilové Zlazy, organu

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

Klinicka lécba v soucasné dobé udrzuje obrovskou Skalu molekul lé¢iva a kazdy rok se

do seznamu ptfidavaji nova léciva. Jednim z hlavnich cili jakéhokoli Iéku pouZivajiciho
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lé¢ivo je zvysit terapeuticky index lé¢iva a zaroveil minimalizovat jeho vedlejSi ucinky.
Klinickd wuziteCnost vétSiny konzervativnich chemoterapeutik je omezena bud
neschopnosti dodavat terapeutické koncentrace léciva do cilové mékké tkan€, nebo
Skodlivymi toxickymi vedlejSimi u¢inky na normalni organy a tkéné. Existuji rtzné
pristupy k prekonani téchto potizi. Jednim z nich je vyuziti ,selektivniho* doruceni
do cilové oblasti, kdy se 1éCivo zacili na ty buiky, tkang, organy, které jsou danou nemoci
postizeny. Pro tyto ucely mohou byt jako nosi¢e vhodné napiiklad koloidni castice
a molekularni konjugaty. Koloidni astice jsou vysledkem fyzického zaClenéni léciva
do koloidniho systému ve form¢ Castic, naptiklad reverznich micel, mikro- a nano-sfér,
erytrocytl a polymert a liposomtl. Z téchto nosicti byly nejvice studovany pravé liposomy.
Jejich atraktivita spociva v jejich sloZeni, diky kterému jsou biologicky rozlozitelné
a biologicky kompatibilni. Liposom zahrnuje vodné jadro zachycené jednou nebo vice
dvojvrstvami sloZenymi z ptirodnich nebo syntetickych lipidd. Do liposomi zapouzdiena
l1é¢iva s rozdilnou lipofilitou: siln€ lipofilni 1é¢iva jsou zachycena témét Uplné v lipidové
dvojvrstveé, intenzivné hydrofilni 1€¢iva jsou umisténa zcela ve vodném kompartmentu

(Hemanthkumar & Spandana, 2011).

Velikost liposoma se miize pohybovat od velmi malych (0,025 um) do velkych (2,5 um)
vesikul. Kromé toho liposomy mohou mit jednu nebo dvouvrstvou membranu. Velikost
vezikul je hlavnim faktorem pti ur€ovani cirkula¢niho poloc¢asu liposomu a velikost i pocet
dvouvrstev ovliviiuji mnozstvi zapouzdieni 1éCiva v liposomech. Na zaklad¢ své velikosti
a poctu dvouvrstev mohou byt liposomy také klasifikovany do jedné ze dvou kategorii: (1)
multilamelarni vezikuly a (2) unilameldrni vezikuly. Unilamelarni vezikuly lze také
klasifikovat do dvou kategorii: (1) velké unilamelarni vezikuly a (2) malé unilamelarni
vezikuly. V unilameldrnich liposomech ma vezikula jednu fosfolipidovou dvojvrstvou
kouli obklopujici vodny roztok. V multilamelarnich liposomech maji vezikuly strukturu
cibule. Klasicky se vytvofi n€kolik unilameldrnich vackii na vnitfni strané s mensi
velikosti, ¢imz se vytvoifi multilamelarni struktura soustfednych fosfolipidovych kouli

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

1.4 Fytosomy

Fytosomy (herbosomy), jsou komplexy ptirodnich bioaktivnich materiald s fosfolipidy.
Vznikaji tedy reakci rostlinnych  extrakti nebo ve vodé rozpustnych

fytokonstituentli s fosfatidylcholinem, fosfatidylethanolaminem, fosfatidylserinem nebo
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fosfatidylinositolem v aprotickém rozpoustédle (Upase et al., 2019). Hydrofilni skupina
fosfolipidii se vaze s ve vodé rozpustnymi fytokomponenty a je obalena hydrofobni
skupinou. V dutsledku toho se vytvoii lipidovy kompatibilni molekularni komplex
nazyvany fytosom (Amin et al., 2012). Velikost fytosomu se pohybuje od 50 nm
do n¢kolika stovek pum. (Sriya et al., 2020). Vznikly komplex se izoluje odpatfenim
rozpoustédla ve vakuu nebo srdzenim napft. alifatickymi uhlovodiky, nebo lyofilizaci nebo

suSenim rozpraSovanim (Upase ef al., 2019).

Fytosomy jsou lipofilni latky s urcitou teplotou tani, volné¢ rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech a stfedné rozpustné v tucich (Sriya et al., 2020). Pfi srovnani s liposomy
maji lep$i stabilitu, ale jsou citlivé na zmény pH (Sedaghat Doost et al., 2020). Slouzi jako
nosice zivin misitelnych s tukem 1 s vodou (Upase et al., 2019), maji schopnost snadno

pronikat kizi a mohou byt pouzity pro systematické cileni 1éCiv. (Sriya et al., 2020).

SloZzeni fytosomu je bezpecné a jeho slozky jsou schvaleny pro farmaceutické pouZziti.
Pti pouziti fytosomil se zvySuje absorpce a biologickd dostupnost fytokomponenti, a proto

muze byt davka pottebna k dosazeni Zadouciho ucinku sniZena (Amin ef al., 2012).

1.5 Ethosomy

Ethosomy jsou ,ethanolické liposomy* skladdajici se z fosfolipidi (fosfatidylcholin,
fosfatidylserin, kyselina fosfatitidova), vysoké koncentrace ethylalkoholu a vody (Sherin et
al., 2019). Ethosomy maji vodné jadro obsahujici ethanolicky roztok 1éCiva a vnéjsi vrstvu
obsahujici lipidovou dvojvrstvu (Sankar et al., 2019). Tyto mekké vacky jsou Casto
formovany od desitek nanometrti po mikrony. Ethosomy jsou neinvazivni mékké, poddajné
vezikularni nosice, které¢ umoziuji 1é¢iviim dosdhnout hlubokych koznich vrstev ptipadné

1 systémového obchu a zlepsit tak doddvani aktivnich latek. (Sherin et al., 2019).

Hlavni nevyhodou ethosomi je jejich nizk4 stabilita diky odpafovani ethanolu (Sedaghat
Doost et al., 2020). Vzhledem k tomu, ze ethanol narusuje uspotfadani dvojvrstvy lipida
i samotné membrany ethosomu, milize dojit k prichodu téchto vezikul skrz lipidovou
bariéru v kiiZzi. Existuji klasické ethosomy, bindrni ethosomy a transethosomy (Abdulbaqi
et al. 2016). Mohou byt pfipraveny bud’ studenou nebo horkou metodou (Sankar et al.,
2019).
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1.6 Niosomy

Niosomy jsou ,neionické liposomy* strukturdlné¢ podobné liposomiim (Obrazek 2)
(Sedaghat Doost et al., 2020). Niosomy jsou vezikuly o velikosti 10-100 nm, skladajici se
z vodného jadra uzavieného membranou slozenou z neiontovych povrchové aktivnich
latek, predevsim polysorbati, terpenoidd, alkyloxyethylent, spanti atd (Basiri et al. 2016,
Purkait et al., 2020). Ziskavaji se hydrataci téchto neiontovych povrchové aktivnich latek,
s nebo bez inkorporace cholesterolu nebo jinych lipidi (Mahmoud et al., 2018). Pfidani
cholesterolu poskytuje rigiditu a snizuje tak riziko uniku latek z niosomt (Sedaghat Doost

et al., 2020).

Liposomy i niosomy jsou dvouvrstvé vezikuly. Liposomy se skladaji z fosfolipidové
dvojvrstvy, kterd obsahuje dva hydrofobni konce, zatimco niosomy jsou konstruovany
z neiontovych vezikul surfaktantu, které obvykle obsahuji jediny hydrofobni konec
(Purkait et al., 2020).

Existuji tfi typy niosomii malé unilamelarni vezikuly, velké unilameldrni vezikuly
a multilamelarni vezikuly. Mohou byt pfipraveny nékolika metodami. Za zminku stoji
metoda vicendsobné membranové extruze, metoda hydratace lipidové vrstvy,

mikrofluidizace ¢i sonikace (Mahmoud et al., 2018)

Liposome Ethosome

Hydrophobic compound .

Ethanol *

Phospholipid molecule ”

Hydrophilic compound G

Non-ionic surfactant

Phytosome Niosome

Obrazek 2 Schématické znazornéni nosnych systému (Sedaghat Doost ef al., 2020)

Jejich velkou vyhodou je, Ze jsou biologicky rozlozitelné, netoxické a neimunogenni

(Basiri et al. 2016). Niosomy jsou levnéjsi a stabilnéjsi béhem skladovani a poskytuji lepsi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

kinetiku uvolfiovani ve srovnani s liposomy. Bylo zjisténo, Ze enkapsulace EO
v niosomech zésadné zlepSuje jejich schopnost pronikdni a stabilitu. (Sedaghat Doost

et al., 2020).

1.7 Micely

Micely jsou lipidové molekuly, které se uspotadaji ve sférické formé ve vodnych
roztocich. Tvorba micely je odpovédi na amfipatickou povahu mastnych kyselin,
coZ znamena, Ze obsahuji jak hydrofilni oblasti (skupiny polarnich ¢asti), tak hydrofobni
oblasti (dlouhy hydrofobni fetézec). Micely obsahuji polarni Casti, které obvykle tvofi
vnéj$i povrch. Hydrofobni konce jsou uvnitt, protoze jsou nepolarni. Mastné kyseliny
v micelach maji obvykle jeden uhlovodikovy fetézec, to jim umoziluje ptizpisobit se
kulovému tvaru pro mensi sterickou pifekazku v mastné kyseliné. Mastné kyseliny
z glykolipidii a fosfolipidii maji dva hydrofobni fetézce, které jsou pfili§ objemné, aby se
veSly do sférického tvaru jako micely. Proto davaji piednost tvorbé lipidovych dvojvrstev
(Horne, 2008). Lipidové dvojvrstvy se rychle a spontanné vytvaieji ve vodném médiu
a jsou stabilizovany hydrofobnimi interakcemi, Van der Waalsovymi pfitazlivymi silami
a elektrostatickymi interakcemi. Funkci lipidové dvojvrstvy je tvofit bariéru mezi obéma

stranami membrany (Medos et al., 2020).

Velikosti micel se pohybuji od 2 nm do 20 nm v zavislosti na slozeni a koncentraci.
Velikost micely je omezenéjsi nez velikost lipidové dvojvrstvy. Lipidova dvojvrstva miize
presahovat az 10° nm (Berg et al., 2002). Lipidova dvojvrstva neni rigidni struktura,
naopak je spiSe tekutd. Jednotlivé lipidové molekuly jsou schopny pomérné snadno
se pohybovat nebo rozptylovat lateraln¢ pres membranu, tento proces se nazyva lateralni
difuze. Cim vice cis dvojnych vazeb ma uhlovodikovy zbytek, tim vice se struktura stava
tekutinou. Je tomu tak proto, Ze kdyZz uhlovodikovy zbytek ma cis dvojné vazby, nemlize
se dale balit, stejné jako nasyceny uhlovodikovy zbytek, takze se stava tekutéjSim (Desikan

et al., 2020).

Micely v lidském téle pomahaji vstiebavat vitaminy rozpustné v tucich. Pomahaji tenkému
stitevu absorbovat esencidlni lipidy a vitaminy z jater a Zlu¢niku. Do tenkého stieva také
nesou komplexni lipidy, jako je lecitin a vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E a K).
Bez micel by se tyto vitaminy nemohly absorbovat do téla, coZz by vedlo k vaZnym

komplikacim. Micely také pomdhaji Cistit pokozku. Z tohoto diivodu je vyuziva tada
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pletové kosmetiky. Cisti pokoZku odstranénim oleje a daliich latek, aniz by bylo nutné je

nasledné omyvat (Takahashi et al., 2020).

1.8 Polymerni nanocastice

Porézni polymerni ¢astice, zejména ty, které maji kulovity tvar, se pouzivaji v mnoha
odvétvich po celd desetileti. Byly klasifikovany jako makro-, mezo- a mikroporézni
v zavislosti na velikosti port, respektive> 50 nm, 50-2 nm a <2 nm. Dva hlavni rysy,
jejich porézni povaha a vyssi stupeinl zesitovani, je odliSuji od polymernich ¢astic gelového
typu. Tyto rozdily vedou k rlznym charakteristikdm, jako je vysokd povrchova plocha,
schopnost absorbovat riizna rozpoustédla s riznou polaritou a zvySena kiehkost. Velikost,
rozptyl velikosti, chemickou povahu a funk¢nost 1ze zminit jako dal$i rysy, které porézni
castice sdileji se svymi neporéznimi protéjsky, Casticemi gelového typu. Obecné jsou
polymerni €astice vyrabény heterogenni polymeraci za pouziti nemisitelnosti dvou nebo
vice kapalin. Suspenze, disperze, srdaZeni, membrdnova/mikrokanalova emulgace
a mikrofluidni polymerace jsou hlavnimi technikami tvorby poréznich ¢astic

(Gokmen & Du Prez, 2012).

Pokud jde o fyzikalni kategorizaci, zatimco emulze oznacuje disperzi kapalina/kapalina,
suspenze oznacuje disperzi pevnd latka/kapalina. To vSak neplati pro heterogenni
polymerace, protoze jak emulzni, tak suspenzni polymerace zacinaji smési
kapalina/kapalina na zacatku a konc¢i jako disperze pevnd latka/kapalina. Polymerace
suspenze zacina dispergovanim kapi¢ek monomeru v kontinualni fazi pomoci povrchové
aktivnich latek, jako je SDS. Pfida se iniciator rozpustny v monomeru, jehoz cilem je fidit
jak iniciaci, tak rist fetézce uvniti kapi¢ek monomeru. To je hlavni rozdil oproti emulzni
polymeraci, kde se pouziva iniciator rozpustny v kontinudlni fazi. Kromé toho lze do
receptur suspenzni polymerace pfidat také latky zachycujici radikaly, naptiklad soli NO,,

aby se zabranilo nukleaci v kontinuélni f4zi (Gokmen & Du Prez, 2012).

Suspenzni polymeraci lze z hlediska jejiho mechanismu povaZzovat za nejméné
komplikovanou heterogenni polymeracni techniku. (Rastogi ef al., 2010). Pfi suspenzni
polymeraci se v pribéhu celého procesu aplikuje kontinudlni mechanické michéani
konstantni rychlosti, aby se kapicky monomeru dobfte dispergovaly. ProtoZe tvorba kapicek
je tizena chaotickym michanim a protoZe ke sraZeni/rozbijeni kapi¢ek dochazi neptetrzité
béhem celého procesu, Ccastice ziskané polymeraci v suspenzi jsou témét vzdy

polydisperzni. Bez ohledu na skutecnost, ze tato polydisperzita je hlavni nevyhodou
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polymerace v suspenzi, je tato technika Siroce pouzivana v primyslu kvili nizkym

nakladim (Konishi et al., 2010).

Povrchova plocha, celkovy objem pori a distribuce velikosti port definuji porézni povahu.
Tyto charakteristiky mohou byt méfeny pomoci techniky sorpce N, a Hg vniknuti, které
ob¢ zavisi na pronikani uvedenych tekutin do péri. Kromé sorpce N, a vniknuti Hg
existuji dalsi techniky pro kvantifikaci rozdéleni velikosti pord, jako je termoporometrie,
inverzni velikostni vyluCovaci chromatografie a analyza mikroskopického zobrazovani

(Yanagishita et al., 2010).

Polymerni mikrokulicky mohou byt snadno syntetizovany z rlznych materiala
a povrchovy naboj ¢astic miize byt snadno vyladén jejich funkcionalizaci béhem syntézy
nebo pouzitim modifikace po syntéze. Dosud existuje fada technik, které poskytuji Castice
s ptfedem stanovenou velikosti a velmi Uzkym rozd€lenim velikosti. Obecné maji
polymerni Castice kulovité tvary. Polymerni ¢astice v rozmezi velikosti od ca. 100 nm
az 1l um lze predbézné rozdélit na latexy a mikrogely. Latexové cCastice mayji
,kondenzovanou* strukturu, zatimco mikrogely maji ,,otevienou” polymerni sitovou
strukturu. Toto dé¢leni je ponckud libovolné: pii vhodnych hodnotach pH a/nebo
ve vhodnych rozpoustédlech latexové kulicky bobtnaji a transformuji se na Castice
mikrogelu. Oteviend struktura mikrogeli vede k dulezitym aplikaénim vlastnostem:
polymerni sit’ mize sekvestrovat a uvoliiovat malé molekuly nebo nanocéstice nebo muiize
ménit svlij objem v reakci na vnéjSi podnéty, jako je pH, teplota nebo iontova sila

(Malloggi et al., 2010).

Polymerni latexy a mikrogely se syntetizuji pomoci emulze, disperze, sraZzeni, miniemulze
nebo suspenzni polymerizace. VétSina polymert pouzivanych pii syntéze latexi
a mikrogeld obvykle absorbuje svétlo v UV spektralnim rozmezi (Gokmen & Du Prez,

2012).
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2 BIOPOLYMERY

Existuje celd tada definic popisujici biopolymery. Biopolymery jsou molekuly
syntetizované biologickymi systémy a jsou sloZzené z materialii biologického charakteru,

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

Jednd se o polymery slozené zkovalentné¢ navazanych opakujicich se monomernich
jednotek, schopnych vytvaret fetézce. Vznikaji béhem procesu kondenzace. Pfedpona bio
znacéi, ze zdrojem biopolymerii jsou zivé organismy a mohou byt ve vétSin€ ptipadi
biologicky degradabilni. Nékteré biopolymery mohou byt mikroorganismy degradovany
nebo Stépeny na vedlejsi organické produkty, jako je oxid uhli¢ity a voda. Tyto produkty
nepfedstavuji riziko pro Zivotni prostfedi (Shankar et al., 2018). Zivé organismy vyzaduji
tf1 zdkladni typy polymert: polypeptid, polynukleotid a polysacharid. VSechny tfi typy
biopolymerii jsou predem organizované, podminén¢ se navzajem dopliuji, jsou
termodynamicky nestabilni, ale pfesto pretrvavaji kviili kinetickému zachyceni s chiralnimi
monomery a smeérovymi fetézci. VSechny tii biopolymery vytvari konkrétni stavy, které je

chréani pted hydrolyzou (Morin et al., 2015).

Tyto tfi typy biopolymert se vyrazné lisi ve své struktufe, vlastnostech a funkcich.
Polypeptid a polynukleotid dominuji ve funkénich a informacnich aspektech Zivota,
zatimco polysacharid je dilezity pro fyzickou strukturu, ukladani energie a rozpoznavani.
Pfesto biopolymery sdileji mnoho kritickych vlastnosti napt. chiralitu, smérovost fetézce,
chemickou nestabilitu ve vodném médiu a syntézu kondenzacni dehydrataci pomoci
fosforylovanych meziproduktii. Proteiny jsou tvofeny kondenzaci jedenadvaceti typa
aminokyselin. Polynukleotidy jsou tvofeny kondenzaci Ctyi typt nukleotidi. Celuloza,
nejhojnéjsi polymer v biosféfe, je tvofena kondenzaci glukozy (McNamara et al., 2015).
Komplexni polysacharidy na bunééném povrchu obsahuji méné nez dvacet riznych
monosacharidl (Gabius et al., 2011).

Syntéza kazdého typu biopolymeru vyuzivad fosforylované nebo pyrofosforylované
meziprodukty v reakcich katalyzovanych procesnimi motory. V translaci je motorem
ribosom. Pfi replikaci je motorem DNA polymeraza. V transkripci je motorem RNA
polymeraza. V syntéze celulozy je motorem glykosyltransferaza (Morgan et al., 2016).
Vsechny biopolymery se spontanné skladaji ve vodném prostiedi. DNA, RNA, protein
a polysacharid tvofi propracované a vysoce specifické trojrozmérné struktury
charakterizované specifickymi intramolekuldarnimi interakcemi, nizkou konfigura¢ni

entropii a pfifazenim funkénich skupin k pfesnym umisténim v trojrozmérném prostoru.
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Molekularni interakce umoziluji proteinim skladat se do domén nebo do vlédken slozené
prevazné z a-helixti a B skladanych listd. RNA se skladaji do velkych nékdy monolitickych
struktur slozenych z duplext, tetrasmycek a pseudouzli. Dopliikkové sekvence DNA
se skladaji ve dvojité spiraly. Polyglukdza tvoti mikrofibrily, coz jsou supramolekularni

soubory neurcité délky obsahujici vice paralelnich fetézci (Cosgrove, 2014).

Biopolymery lze charakterizovat jako sebeochranné (intramolekuldrni skladani)
a partnerské (intermolekularni sestaveni) struktury, které mohou oddalit, ale ne odvratit

kone¢ny osud jakéhokoli biopolymeru - chemickou degradaci (Lanier ef al., 2017).

2.1 Proteiny

Proteiny jsou konstruovany pomoci slozitého postupu. Tento proces je zndmy
jako proteinova biosyntéza (proteosyntéza, translace) a zahrnuje vystavbu proteinovych
fetézcll z jednotlivych aminokyselin v konkrétni sekvenci podle matrice RNA (Vodréazka,

1996).

2.1.1 Zakladni charakteristika

Vsechny aminokyseliny maji centralni alfa uhlikovy atom, na kterém je vazana
karboxylova skupina (COOH), atom vodiku (H), aminovd skupina (NH;) a funkéni
a variabilni postranni fetézec radikalu, ktery definuje, o kterou aminokyselinu jde (Shah
et al., 2020). Nejzékladnéjsi formou aminokyseliny je glycin (C,HsNO;), ktery ma

postranni fetézec sestavajici z jediného atomu vodiku, viz. Obr. 3 (Rousseaux, 2008).
H—CH-—-COOH
|
NH>

Obrazek 3 Chemicka struktura
glycinu (Merck, 2020)
Aminokyseliny jsou produkovany télem nebo jsou pifijimany ve stravé. Jsou rozdéleny

do tii riznych skupin: zékladni, esencidlni (nepostradatelné) a podminéné (Zadék, 2008).

Struktura proteinu je obecné rozdélena do Ctyf strukturnich forem, které se nazyvaji
primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni struktura. Primérni struktura proteinu tvoii
linedrni polymer s fetézcem aminokyselin spojenych peptidovymi vazbami. Sekundarni

struktury proteind jsou obvykle velmi pravidelné ve své konformaci. ,,Alfa helix* a ,,beta
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skladané listy* jsou dva typy sekundarnich struktur pfevazné stabilizovanych vodikovymi
vazbami. Terciarni struktura proteinu je trojrozmérna struktura stabilizovana fadou
hydrofobnich zbytkti aminokyselin a disulfidovymi vazbami vytvofenymi mezi dvéma
cysteinovymi aminokyselinami. Kvartérni struktura proteinu je zaloZena na uspofadani

vice nez dvou fetézct peptidu (Gupta et al., 2014)

Hraji zésadni roli v kazdém zivém organismu. Kazda protilatka, enzym a chemicky posel
jsou vytvoreny z bilkovin. Protein je také nezbytny k zajiSténi, udrZzovani a opravé
anatomické struktury. Pusobi jako vazebné molekuly a nosné molekuly, coZz umoziuje
transport a ukladani atomt a molekul v téle (What are ptoteins and what do they do?,
2020). Rozkladaji vétsi slouceniny na odpadni produkty, jsou zodpovédné za slozky
reprodukce, reguluji homeostdzu a metabolismus, udrzuji hodnoty pH a rovnovahu tekutin

a dodavaji energii (Hopkins ef al., 2019).

K proteiniim se kromé kolagenu, hedvabi, syrovatky fadi 1 kukufiény protein zein, ktery

byl pouZit v praktické ¢asti této prace.

2.1.2 Zein

Jedna se o protein ziskavany z endospermu kukufi¢nych jader. Kukufi¢ny zein se sklada
z monomertl a disulfidové vazanych oligomerti. Molarni hmotnost byva od 22 do 27 kDa
a hodnota izoelektrického pH 6,228. Zein patii do rodiny prolamini (Elzoghby et al.,
2015) Stejné jako u gliadinu je zeinovy prolamin nerozpustny ve vod¢, s vyjimkou velmi
nizkého nebo vysokého pH. Je rozpustny v binarnich solventech obsahujicich nizsi
alifatick¢ alkoholy (ethanol, methanol a isopropanol). Zein méa amfifilni charakter, kde
hlavni fetézec ma polarni aminokyseliny, ale postranni fetézce obsahuji vice nez 50%
nepolarnich aminokyselin, vcetné leucinu, isoleucinu, valinu, alaninu, fenylalaninu
a glycinu. Nejbéznéj$imi zeinovymi aminokyselinami jsou kyselina glutamova (glutamin)

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

Tento protein lze rozdé&lit na dvé hlavni frakce; a-zein, ktery obsahuje 80% dostupného
prolaminu a je definovan jako frakce rozpustna v 95% ethanolu, a B-zein, ktery je relativné
nestabilni, ale rozpustny ve vod¢. Komeréni pouZiti kukutfi€éného zeinu zahrnuje cetné
aplikace (napf. fizené uvoliiovani, potahovani, biodegradabilni filmy a plasty). Zeinové
povlaky se tradi¢né pouzivaji jako kyslikové a lipidové bariéry pro ofechy, bonbony,
cukraiské vyrobky a dalsi potraviny. Na Cerstvé a suSené ovoce byly pouZity natéry na bazi

zeinll jako nahrada za Selakové povlaky. Také se pouzivaji jako vlasové fixa¢ni prostiedky,
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do zvykacek stitkt, lakt atd. V 70. letech 20. stoleti bylo témét 75% z 500 tun vyrobeného

zeinu pouzito k potahovani tablet (Pomes, 1971).

Pro nékolik aplikaci je zluta barva zeinu kviili xanthofyliim a karotenoidiim neatraktivni.
Bylo testovano nékolik zplisobl zesvétleni barvy. Jednim ze zpisobt, jak ziskat relativné
bily zein, je zait s voskovou kukufici, kterd obsahuje méné pigmentu a xanthofylu

(Plackett, 2011).

Prvnim krokem pfi vyrobé zeinu je extrakce z kukuficné mouky nebo kukufi¢ného lepku
za pouziti vhodného rozpoustédla. Na zaklad¢ pfevahy nepolarnich aminokyselin v zeinu
je mozné predpovédét, ze rozpoustédla pro zein by méla mit smiSené vlastnosti. Dill
(1927) pouzil termin ,kriticka teplota peptizace k popisu limitujicich podminek, pro které
by byl zein rozpustny. Zein je povazovan za ,rozpustny“, pokud se> 0,5% (hm./obj.)
proteinu rozpusti v rozpoustédle a vznikne vizualné prihledny roztok pti pokojové teploté

(20-25 °C).

Nevodna rozpoustédla pro zein jsou obvykle dvou typli: smés organické slouceniny
s vodou; nebo smes dvou bezvodych organickych slou¢enin. Vodné alkoholové roztoky
byly Siroce pouzZivany pro komeréni vyrobu zeinu. Zein je rozpustny v 50-90% ethanolu,
ale ne v bezvodych alkoholovych roztocich (krom¢é¢ methanolu). Zein je vSak
dispergovatelny ve vysokych koncentracich alkoholu a v absolutnim alkoholu, kdyz jsou
teploty nad normalnim bodem varu rozpoustédel. Podobn¢ miize byt zein solubilizovan
ve 40% ethanolu pfi vysokych teplotdch. Pfi nizSich koncentracich etanolu mé zein
tendenci denaturovat pfed dosazenim teplot pozadovanych pro jeho rozptylovani. Zein je
také rozpustny v ketonech (napf. methylethylketon, aceton), amidovych rozpoustédlech
(napt. acetamid), ve vysokych koncentracich soli (NaCl, KBr), v esterech a glykolech.
Chovani rozpustnosti zeinu je znazornéno ve formé& schématu terndrni faze. Pti konstantni
teploté se rozpustnost zeinu méni mezi 2 a 60% (hmot./hmot.), V zavislosti na koncentraci
ethanolu. Pfi niz$ich (<40%) a vyssich (> 90%) koncentracich ethanolu se objevuji dvé

kapalné faze, které obsahuji zein, vodu a ethanol (Matsushima et al., 2001).

Rozpustnost zeinu ve vodé mize byt zvysena bud’ kyslou nebo alkalickou deamidaci nebo
enzymatickou modifikaci. Kyselé nebo alkalické oSetteni s HCI (pH <1) nebo NaOH (pH>
12) se b&zné€ pouzivaji k pfeméné aminokyselin glutaminu a asparaginu na kyselinové nebo
solné formy (Funatsu a Shibata, 1998). Alkalickd rozpustnost byla pficitana fenolické
hydroxylové skupin€¢ aminokyseliny tyrosinu. Asi 25% aminokyselinovych zbytkd zeinu

obsahuje amidovou skupinu a 10% zbytkl v zeinu je prolin (bohaty na aminy/amidy). Zein



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

je tedy rozpustny i v amoniaku. Takové oSetfeni vSak spotiebovava velké mnozstvi
chemikalii nebo zplsobuje vyznamnou degradaci proteinu. Hydrolyza hydroxidy kovi
alkalickych zemin, jako je baryum, vapnik, stroncium a lithium, ma sklon degradovat méné

bilkovin a poskytovat lepsi vlastnosti zeinovych filmt (Shukla & Cheryan, 2001).

Hydrolyza amidovych skupin glutaminovych a asparaginovych zbytkli na karboxylové
skupiny solubilizuje zein pti niz§im pH. Zeinové nebo deamidované peptidy zeinu mohou
byt také esterifikovany nebo reagovany s mastnym alkoholem za vzniku esteri mastnych
kyselin nebo mastnych acylovanych zeind. Neé&které modifikované estery vykazuji
zvySenou toleranci vi¢i uhlovodikim (Pomes, 1971). Zein tvoii komplex sonikaci se
skupinou fosfatidové kyseliny lecitinu za vzniku komplexu zein-fosfatidatu rozpustného
ve vode¢, ktery vykazuje emulgacni vlastnosti pii Sirokém rozmezi pH. Tento komplex
lze Stépit Pronasou E, aby se zvySila jeho emulgacni kapacita, ¢imz se zvy$i vyuziti
potravin. Podobn¢ fosforylace pomoci POCI; v piitomnosti esencidlnich aminokyselin

vede k 11nasobnému zlepSeni stravitelnosti (Matheis, 1991).

Enzymaticka hydrolyza je dalSim prostfedkem ke zvySeni rozpustnosti zeinu ve vodnych
roztocich. Mannheim a Cheryan (1993) pouzili dvoufazovou sekvencni enzymatickou
modifikaci s Alcalasou v kazd¢ fazi a ultrafiltraci pro ptipravu zeinu rozpustného ve vode.
Nova forma vykazuje zlepSené funkcni vlastnosti, véetné rozpustnosti, pény a adsorpce
vlhkosti. Pokusy s jinymi enzymy se setkaly s omezenym uspéchem (Mannheim

& Cheryanm, 1993).

Volba rozpoustédla pro zein je urCena nejen jeho rozpustnosti, ale také jeho gelovymi
charakteristikami. Cas potfebny k gelovaténi zavisi na rozpoustédle, koncentraci
rozpoustédla (méné vody vede k pomalejsi gelaci), teploté (vyssi teploty podporuji gelaci),
pH a mechanickym faktorim podporujicim denaturaci proteinu. Vodné alkoholové
disperze, obsahujici <10% zeinu, geluji velmi pomalu, ale takové nizké koncentrace a
jejich odpovidajici nizké viskozity nejsou primyslové pfili§ uzitecné. VétSina aplikaci
zeinu vyzaduje 20-40% koncentraci a takovd feSeni budou pravdépodobné gelovat
zaméné¢ neZ den. Primdrni rozpouStédla poskytuji lepSi ochranu proti gelovaténi
nez rozpoustédla obsahujici vodu. Stabilita zeinu v roztoku je dualezitd pro uspéSné
komer¢ni aplikace a miZe byt zvySena zaclenénim tieti organické slozky. Naptiklad
zahrnuti 5% formaldehydu do acetonové vody nebo pfidani kalafuny nebo Selaku
do roztoki alkoholu a vody nebo pfidani stabilizatorl, jako je propylenglykol, podstatné

zvysila odolnost systému viici gelaci. Podobné piidani triethanolaminu do systémi
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alkohol-voda vyrazn¢ zvysilo prihlednost filmi vytvotfenych ze smési (Shukla & Cheryan,

2001).

Zeinové folie se snadno odlévaji z alkoholovych roztokt s ptidanymi zmékcovadly, jako je
glycerol, polyethylenglykol nebo smési. Jak bylo popsdno ptidani zmékcovadel
a zesit'ujicich ¢inidel se pouziva k ovlivnéni jak mechanickych, tak bariérovych vlastnosti.
Kromé toho mohou byt zeinové filmy tvofeny vytlacovanim suchych pryskyfi¢nych pelet

(Plackett, 2011).

2.2 Polysacharidy

Polysacharidy jsou velké molekuly sestavené z mnoha monosacharidfi. Specialni enzymy

vazou tyto monomery a vytvaieji velkeé polysacharidy (Leung et al., 2006).

2.2.1 Obecna charakteristika

Polysacharidy maji obecny vzorec C«(H,O),, kde x je obvykle velké ¢islo mezi 200 a 2 500
(Craddock, 2018). Polysacharid je velka molekula vyrobena z mnoha menSich
monosacharidii. Specidlni enzymy vazou tyto monomery a vytvareji velké polysacharidy.
Polysacharidem mtize byt homopolysacharid, ve kterém jsou vSechny monosacharidy
stejné, nebo heteropolysacharid, ve kterém se monosacharidy li§i. Polysacharidy mohou
mit rizné formy. Molekula s pfimym fetézcem monosacharidii se nazyva linearni
polysacharid, zatimco fetézec, ktery ma postranni fetézce, je znamy jako rozvétveny
polysacharid (Leung et al., 2006). Se zvySujicim se stupném rozvétveni dochazi
k odpovidajicim zménam v takovych fyzikalnich vlastnostech, jako je rozpustnost ve vode,
viskozita a gelové chovani (Stephen et al., 2006). Slozitd interakce mezi jejich
hydroxylovymi skupinami (OH), dalSimi postrannimi skupinami, konfiguracemi molekul
a zacastnénymi enzymy ovliviiuji vysledny produkovany polysacharid (Lemarchand et al.,
2004). Se zvySujicim se stupném rozvétveni dochazi k odpovidajicim zméndm v takovych
fyzikalnich vlastnostech, jako je rozpustnost ve vodé, viskozita a gelové chovani (Stephen
et al., 2006). SloZité interakce mezi jejich hydroxylovymi skupinami (OH), dal§imi
postrannimi  skupinami, konfiguracemi molekul a zG¢astnénymi enzymy ovliviiuji

vysledny produkovany polysacharid (Lemarchand et al., 2004).

2.2.2 Funkce

V zavislosti na struktufe mohou mit polysacharidy v pfirodé¢ celou fadu funkci. Nékteré

polysacharidy se pouzivaji pro ukladani energie, jiné pro odesilani bunécnych zprav a jiné
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pro poskytovani podpory buiikdm a tkanim. Umoziuji také zmény v koncentra¢nim
gradientu, coz muize ovlivnit absorpci zivin a vody buitkou (Kruif & Tuinier, 2001).
Mnoho polysacharidii se v bunice vyskytuje ve formé glykokonjugatu, kdyz se kovalentné
vazou na proteiny nebo lipidy. Glykolipidy a glykoproteiny mohou byt pouzity k vysilani
signdll mezi bunikami a uvnitf bunék. Imunitni systémy organismi jsou fizené
rozpoznavanim glykoproteint na povrchu bunék (Coviello et al., 2007). Jednou
z nejvétsich roli polysacharidi je funkce stavebni. Rostlinné bunky jsou tvoteny celuldzou,
hmyz a houby maji ve svych buiikdch zase chitin. Do rostlinnych sacharidi kromé celulozy
se fadi Skrob a jeho derivaty, alginity a arabska guma, do mikrobialnich se tadi napf.
curdlan, pullulan ¢i xanthan. Z zivo¢iSnych zéstupcti je to chitin a chitosan (Schmitt

&Turgeon, 2011).

2.2.3 Chitosan

v

Chitin je po celuléze druhym nejhojnéj$Sim pifirodnim polymerem na svété (Di Silvio,
2009). Nachazi se ve skotfapkach korysi a mékkysi, v patefi chobotnic a kutikulach
hmyzu, stejn¢ jako v motskych rozsivkach, v prvocich a bunééné sténé nékolika druhti hub
(Ivanova et al., 2014). Nejcastéji je ziskavan jako vedlejsi odpadni produkt z odvétvi
zpracovani krabt, krevet a plaza (Plackett, 2011). Chemicky je chitin slozeny z N-acetyl-
glukosaminu a N-glukosaminovych monomeri, které jsou spojeny glykosidickymi
vazbami (Lee et al., 2012). Tyto jednotky mohou byt bud’ ndhodné, nebo blokové
distribuovany v biopolymernim fetézci. V zavislosti na poméru N-acetylglukosaminu k N-
glukosaminu se polymer oznacuje bud’ jako chitin (pocet jednotek N-acetyl-glukosaminu >
50%, poly (N-acetyl-D-glukosamin)) nebo chitosan (pocet N-glukosaminové jednotky >
50%, poly (N-acetyl-D-glukosamin-cDD-glukosamin)) (Ivanova ef al., 2014).

Z chitinu se chemickou deacetylaci ziskava kationtovy, linedrni (Poole-Warren et al.,
2016) semikrystalicky (Lee et al., 2012) polysacharid (Lewis, 2010) chitosan. Stupeii
deacetylace, oznacujici volné aminové skupiny podél hlavniho fetézce chitosanu, je
klicovym parametrem, jelikoZ méni jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je napiiklad
rozpustnost, konformace fetézce, elektrostatické¢ vlastnosti (Lee et al., 2012), hustota
naboje, krystalinita a nachylnost k enzymatické degradaci (Di Silvio, 2009). V komer¢nich
ptipravcich byvéa odstranéno 70 — 95 % acetylovych skupin v hlavnim fetézci polymeru

(Lewis, 2010).
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Chitin 1 chitosan pfed tanim degraduji, coz je typické pro polysacharidy s rozsdhlou
vodikovou vazbou (Plackett, 2011). Vzhledem k silné vazbé vodiku, kterd existuje mezi
jeho fetézci, je chitin nerozpustny ve vétSiné typickych zpracovatelskych rozpoustédel,
coz omezuje jeho dostupnost a zpracovatelnost. Chitosan jako ¢astecné N-deacetylovany
derivat chitinu je vSak snadno rozpustny (Ivanova et al., 2014) pouze ve vodnych roztocich
o pH <6,5 (Poole-Warren et al., 2016). Pii pH nad 6,2 tvofi chitosanové roztoky
hydratovanou gelovou srazeninu. U clovéka je chitosan enzymaticky degradovan
lysozomem (Poole-Warren et al., 2016), N-acetyl-D-glukosaminidazou a lipazami (Lee et
al., 2012). Lysozym S§tépi polymerni fetézec chitosanu a snizuje jeho molekulovou
hmotnost, dokud neni dostatecn¢ kratky, aby byl zpracovan bunikami. Glukosaminy,
kone¢né degradacni produkty chitosanu, jsou netoxické, neimunogenni a nekarcinogenni.
In vivo produkty konecné degradace prochazeji normalnimi metabolickymi cestami
a mohou byt béhem dychéani inkorporovany do glykoproteinti nebo vyluCovany jako

plynny oxid uhli¢ity (Lee et al., 2012).

Ukazalo se, Ze chitosan je biologicky rozloZitelny, biologicky kompatibilni, netoxicky
aurychluje hojeni ran (Lewis, 2010). Ma tfadu charakteristik, diky kterym je vhodny
k implantaci, jako je vyvolani minimalni reakce na cizi téleso, antibakteridlni povaha
a schopnost formovat se do vysoce poréznich struktur s rtiznou geometrii vhodnych
pro riist bun¢k a osteokondukci (Lee ef al., 2012). Ze studii vyplyva, Ze je bezpecny
pro pouziti ve farmacii jako pomocné latky. Protoze chitosan vykazuje velky piislib
v fizeném uvolnovani, je tento material stidle vice vyuzivan pro vyvoj nanocastic
a mikrocCastic pro dodavani 1éCiv, genovou terapii a regenerativni medicinu (Di Silvio,
2009). Ukazalo se, ze chitosan i chitosan modifikovany aniontovymi polymery jsou
vynikajicimi kandidaty na opravu perforovanych tympanickych membran (Ivanova et al.,

2014).

Chitosanové gely jako podpora imobilizace enzymi maji obecné velky potencial
pro mnoho aplikaci, v€etné biosenzorli pro méfeni in situ latek znecist'ujicich Zivotni
prostiedi a pro kontrolu metabolitii v umélych orgénech. Tato technika miize byt uzite¢na
pro odstranéni Skodlivych latek z odpadnich vod ve vinafském, cukrovém a mlééném
primyslu (Plackett, 2011). Chitosan, kolagen a glykosaminoglykany byly pouzity

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

Chitosan je schopen tvofit filmy bez ptidani zm&kcovadel. Chitosanové filmy se vyznacuji

nizkou propustnosti pro kyslik a vykazuji vynikajici mechanické vlastnosti (Plackett,
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2011). Hlavni nevyhodou chitosanovych filmi je jejich vysoka citlivost na vlhkost.
Funk¢ni vlastnosti chitosanovych filma byly zlepseny, kdyz byly kombinovany s jinymi
slou¢eninami vytvarejicimi film (Plackett, 2011). Chitosanovy film byl testovan na rychle
se kazicich vyrobcich. Zkoumani povlakti chitosanu za ucelem kontroly rozkladu
minimaln¢ zpracovaného ovoce a zeleniny (jahody a salat) ukazalo, ze ptitomnost filmu
na salatu vyvolala vyvoj hotké chuti a omezeny antimikrobidlni ti¢inek (4 dny), ale uc¢inek
byl zachovan na jahody po dobu 12 dnii bez senzorickych zmén. Obecné se ukazalo, ze
potahovani ovoce polopropustnymi foliemi zpomaluje =zrani modifikaci hladiny
endogenniho CO;, O, a ethylenu v ovoci (Plackett, 2011). V nedavné dobé byl chitosan
navrzen jako povlak pro obal Tetra Brik pro uchovavani polévky (Plackett, 2011).

Chitosan miize byt pouzit v zemédélstvi také jako povlak pro fizené uvolnovani hnojiv,
pesticidii, herbicidi, nematocidli a insekticidd v padé a jako zplisob snizovani Skod
na zivotni prostfedi zpisobenych nadmérnym pouzivanim agrochemikalii. Potahovani
semen a listil chitosanovymi filmy miiZze také zabranit mikrobialnim infekcim a indukovat
geny v rostlindch, které napomahaji odolnosti chorobam (Plackett, 2011). Chitosan jako
takovy ma vyznamny potencidl pro adsorpci kovovych iontl, barviv a proteinii a jako silné
chelatacni Cinidlo, které tvoii komplexy s pfechodnymi kovy a tézkymi kovy (Ivanova

etal. 2014).

Sirokospektralni antimikrobialni a antifungalni G¢inky chitinu, chitosanu a jejich derivati
proti riznym skupindm mikroorganismt byly komplexné popsany (Ivanova et al., 2014).
Bylo zjisténo, Ze chitosan vykazuje antimikrobidlni ucinek proti Sirokému spektru
mikroorganismli - grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a houbam
vytvaiejicim hyfy. To je zvlasté zajimavé pro potravinarsky prumysl, protoze chitosan je

schopen u plisni potlacit sporulaci a kli¢eni spor (Poole-Warren et al., 2016).

Antimikrobidlni u¢innost chitosanu je vétsi nez Gcinnost chitinu v disledku kationtové
povahy glukosaminové slozky chitosanu pii pH 6. Kladn€¢ nabité aminoskupiny
glukosaminovych jednotek interaguji s negativné nabitymi slozkami v mikrobidlnich
bunénych membranach, méni jejich bariérové vlastnosti a tim zabranuji vstupu Zivin,
piipadné zplisobuji prasknuti bunééné membrany, tnik intercelularniho obsahu a nakonec
bunécnou smrt (Ivanova et al., 2014). Dalsi uvadény mechanismus zahrnuje pronikani
chitosanu s nizkou molekulovou hmotnosti do bunék, navazani na DNA a naslednou
inhibici syntézy RNA a proteint (Plackett, 2011), coz vede k bunééné dysfunkci a smrti
(Ivanova et al., 2014)
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Byla zjiSténa korelace mezi dostupnosti kyseliny teichoové, esencidlniho polyaniontového
polymeru bunééné stény grampozitivnich bakterii, na citlivost S. aureus vici chitosanu.
Pti srovnani riznych mutanti byl bakteridlni kmen s chybéjicimi nebo redukovanymi
castmi kyseliny teichoové a nasledné méné negativné nabitymi bunécnymi sténami
nejodolnéjsi viici chitosanu (az pétinasobné vyssi minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
ve srovnani s divokym kmenem). Naopak mutant, ktery postradal D-alaninovou modifikaci
v kyselin¢ teichoové, vykazoval vyS$i negativni naboj a byl téméef stokrat citlivéjsi
k chitosanu shodnotou MIC pouze 0,9 mg/ml. Podobné nélezy byly pozorovany za pouZiti

mutanta Salmonella typhimurium (Poole-Warren et al., 2016).
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3 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobialni latky jsou slouceniny schopné lokalné usmrcovat bakteridlni bunky,
inhibovat nebo zpomalovat jejich rast. Latky ptisobici antimikrobidln€¢ mohou byt Cisté
ptirodni produkty (napf. aminoglykosidy), chemicky modifikované ptirodni latky, které
zahrnuji vétSinu dnes pouzivanych antibiotik (napf. beta-laktamy a cefalosporiny) nebo
zcela syntetické slouceniny. Ackoli dosud dostupné antimikrobialni latky jsou chemicky
riznorodé, patogenni mikroorganismy jsou schopné vyvinout proti nim mechanismy
rezistence, coZ je disledkem rozsahlého zneuZiti antimikrobidlnich latek jak v zemédé€lstvi,

tak v oblasti zdravotnictvi (Adzitey, 2015).

3.1 Klasifikace antimikrobialnich latek

Antimikrobidlni latky lze klasifikovat do péti skupin: druh u€inku, zdroje, spektra aktivity,
chemické struktury a funkce (Adzitey, 2015). Rozdé€leni na zékladé¢ druhu ucinku lze
antibakteridlni latky klasifikovat na bakteriostatické a baktericidni. Antibakterialni latky,
které ni¢i bakterie zacilenim na bunéCnou sténu nebo bunéfnou membranu bakterii, se
nazyvaji baktericidni a ty, které zpomaluji nebo inhibuji rst bakterii, se oznacuji jako
bakteriostatické. Fenomén inhibice bakteriostatickych latek ve skutecnosti zahrnuje
inhibici syntézy proteini nebo nckterych bakterialnich metabolickych drah (Aminov,
2010). Dé¢leni podle zdroje objastiuje, odkud byla dana latka ziskana. Zda z ptirodnich
zdrojii - bakterii, plisni, rostlin, zivo¢ichti nebo jsou to chemicky pozménéné piirodni
produkty ¢i zcela syntetické (Oloke, 2000). Na zaklad¢ ucinku mohou byt antimikrobialni
latky rozdélené na ty s tzkym nebo Sirokym spektrem ucinku. Latky s uzkym spektrem
pusobi napt. pouze proti grampozitivnim nebo pouze proti gramnegativnim bakteriim.
Sirokospektralni latky tedy zasahuji §iroké rozpéti mikroorganismii. Antibakterialni latky
s uzkym spektrem jsou obvykle preferovany pied Sirokospektralnimi latkami (Carbon &
Isturiz, 2002).

Co se tyka chemické struktury, pak plati, ze podobné strukturdlni jednotky maji podobné
vzorce toxicity, u€innosti a dalsi souvisejici vlastnosti. Klasifikace antibakteridlnich latek
na zaklad€ jejich chemické struktury je nejpiesn€jsi a tudiZ nejrozsihlejSi, proto je

rozebrano detailné nize (Kotra et al., 2000).
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3.1.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin a obvykle se podileji na obrané
proti ultrafialovému zafeni nebo patogeniim. V poslednim desetileti vzrostl zajem o mozné
zdravotni benefity rostlinnych polyfenoli ve funkci antioxidantu. Epidemiologické studie
a souvisejici metaanalyzy siln¢ naznacuji, ze dlouhodobd konzumace potravin bohatych
na rostlinné polyfenoly nabizi ochranu pied rozvojem rakoviny, kardiovaskularnich

chorob, cukrovky, osteopordzy a také neurodegenerativnich chorob (Vissers et al., 2002).

U rlznych druhil rostlin bylo identifikovano vice nez 8 000 polyfenolickych sloucenin.
Vsechny rostlinné fenolové slouceniny pochazeji z meziproduktu metabolismu
fenylalaninu nebo blizkého prekurzoru, kyseliny shikimové. Primarné se vyskytuji
v konjugovanych forméch, s jednim nebo vice zbytky cukru navazanymi na hydroxylové
skupiny, ackoli existuji také piimé vazby cukru (polysacharid nebo monosacharid)
na aromaticky uhlik. Bé€zné je také spojeni s jinymi slouc¢eninami, jako jsou karboxylové
a organické kyseliny, aminy, lipidy a vazba s jinymi fenoly. Polyfenoly mohou byt
klasifikovany do riznych skupin v zdvislosti na poctu fenolickych kruhti, které obsahuji,
ana zéklad¢ strukturdlnich prvkl, které tyto krouzky spojuji. Mezi hlavni tiidy patii

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

3.1.2 Alkaloidy

Alkaloidy jsou latky produkované rostlinami. Rostliny obsahuji vice druht alkaloida.
Obsah alkaloidii zavisi na véku rostliny, regionu, klimatu a ro¢nim obdobi. Rasy
a mechorosty neprodukuji alkaloidy, houby je produkuji zfidka. Naopak vysoky obsah
alkaloidti je v Celedich Solanaceae (solanin, nikotin, hyoscyamin, atropin), Rubiaceae
alkaloidy jsou: coniin, nikotin, tropan, atropin, kokain, chinin, papaverin, morfin, kodein,
strychnin, kofein a dalsi. Jednim z nejznamé;jSich alkaloid je silny jed curare ochromujici
nervovy systém. Vykazuji u€inky na lidi a zvifata a pouZivaji se v terapii jako narkotika

ke zklidnéni (Ferdes, 2018).

Chemicky jsou alkaloidy velkou a strukturdlné rGznorodou skupinou sloucenin
obsahujicich dusik (jeden nebo vice atomi dusiku v heterocyklickém kruhu). Alkaloidy se
mohou vyskytovat jako monomery, dimery, trimery nebo tetramery. Podle své chemické
struktury se alkaloidy délé do dvou skupin, heterocyklickych alkaloida
a neheterocyklickych alkaloidi. Heterocyklické alkaloidy se déli podle své kruhové
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struktury do nékolika tfid monomernich alkaloidii (napf. pyrrolové, pyrrolidinové,
pyridinové, piperidinové, indolové, chinolinové, isochinolinové alkaloidy) (Casciaro et al.,
2019). Vysoce nenasycené rovinné kvartérni alkaloidy maji schopnost interkalovat s DNA

a modifikovat nukleotidové sekvence (Ferdes, 2018).

Alkaloid chinin ma baktericidni U¢inky na E. coli, Klebsiella pneumonia a S. aureus.
Zména funk¢nich skupin u substituce chloru v poloze C derivati kumarinu vykazovala
dobrou uc¢innost proti S. aureus, ale nikoli B. subtilis. Bylo také zjiSténo, ze dalsi
dimethylaminoskupina na kumarinové slouc¢enin¢ zvySuje baktericidni vlastnosti proti S.
aureus a B. subtilis (Antika et al., 2020). Extrakt z listG Zapoteca portoricensis ma
antibakteridlni ¢inek proti grampozitivnim bakteriim S. aureus, Streptococcus pyogenes,

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

3.1.3 Terpeny

Terpeny jsou sekundarni metabolity vznikajici v dlsledku enzymatickych rozklada
primarnich metabolitti (aminokyselin, cukrd, vitamind atd.). Terpeny patii k nejvétsi tiidé
sekundarnich metaboliti a sestavaji v podstaté z péti isoprenovych jednotek uhliku, které
jsou navzajem spojeny (mnoho isoprenovych jednotek). Terpeny jsou jednoduché
uhlovodiky, zatimco terpenoidy jsou modifikovanou tfidou terpent s riznymi funk¢énimi
skupinami a oxidovanou methylovou skupinou pfesunutou nebo odstranénou v rtiznych
polohach. Terpenoidy se déli na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, sesterpeny
a triterpeny v zavislosti na svych uhlikovych jednotkdch. VétSina terpenoidi s riiznou
strukturou je biologicky aktivni a celosvétoveé se pouzivaji k 1é€bé mnoha nemoci. Mnoho
terpenoidl inhibovalo razné lidské rakovinné buiikky a pouziva se jako protirakovinova
léciva, jako je taxol a jeho derivaty. Terpeny a jejich derivaty se rovnéz pouzivaji
jako antimalarika. Terpenoidy hraji rozmanitou roli v oblasti potravin, 1é¢iv, kosmetiky,

hormont, vitamint atd. (Paduch ez al., 2007).

3.2 Esencialni oleje

Esencidlni oleje (nazyvané také tékavé nebo éterické oleje) jsou aromatické olejovité
kapaliny ziskané z rostlinného materidlu (kvétiny, pupeny, semena, listy, vétvicky, kira,
byliny, dfevo, ovoce a kofeny). Mohou byt ziskany lisovanim, fermentaci, enfleurazi
nebo extrakci. Pro komer¢ni Gcely je vSak nejcastéji vyuzivana metoda destilace. Je zndmo

asi 3 000 esencialnich olejii, z nichz asi 300 je komeréné nejvyznamnéjSich v podobé
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ptichuti ¢i vini. Antimikrobialni vlastnosti téchto latek jsou zkoumdany jiz od poloviny

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

3.2.1 Mechanismus ucinku esencialnich oleju

Fyziologicka role esencidlnich oleji dosud nebyla zcela nepochopena. Zda se, ze
mechanismus antimikrobidlniho ptisobeni mé vztah k velkému poctu slozek v esencialnich
olejich namisto pouze specifickych bioaktivnich metabolitd, coz mize vést k obtizné
identifikaci (Carson et al. 2002; Burt 2004). Antimikrobialni ucinky esencidlnich olejl
jsou obecné popsany ve tiech fazich. Za prvé, esencidlni oleje se Sifi na bunécné sténé
bakterie zvySuji propustnost membrany, coz vede k nasledné ztraté¢ bunéénych komponent.
Druhé odpovida acidifikaci uvniti bunky, ktera blokuje produkci bunécné energie (ATP)
v disledku ztraty iontii, kolapsu protonovych pump a snizeni membranového potencialu.
Posledni fazi je poSkozeni nukleové kyseliny, které ma za nasledek smrt bakterii. Nékteré
studie dale uvadéji, ze esenciani eleje mohou také koagulovat cytoplazmu a poskodit
lipidy, proteiny, bun&fné stény a membrany, coZ muize ndsledné¢ vést k uniku

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

Rozdil v ucincich mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi je zaloZen
narozdilu ve sloZzeni bunééné stény. Struktura stény grampozitivnich bakterii je
homogenni s tloustkou pohybujici se od 10 do 80 nm; je bohatd na kyselinu teichoovou
s tloustkou asi 10 nm a je bohata na lipidy (10-22 %) (Li, 2014). U esencidlnich oleji bylo
obecn€ pozorovano, ze jsou aktivn€jsi proti grampozitivnim bakteriim nez gramnegativnim

bakteriim, i1 kdyz existuji ur¢ité vyjimky (Oussalah et al. 2007).
3.2.2 SlozZeni esencialnich oleji

Destilace parou je nejCastéji pouzivanou metodou pro produkci esencidlnich olejl
pro komer¢ni Ucely. Extrakce pomoci kapalného oxidu uhli¢itého pii nizké teploté
a vysokém tlaku vytvari ptirozenéj$i organolepticky profil, ale je mnohem drazsi. Rozdil
v organoleptickém profilu naznacuje rozdil ve sloZzeni oleji ziskanych extrakei
rozpoustédlem oproti destilaci, coz mize také ovlivnit antimikrobialni vlastnosti. Zd4 se,
ze to potvrzuje skutecnost, Ze bylinné esencialni oleje extrahované hexanem vykazuji vétsi
antimikrobialni aktivitu nez stejné esencidlni oleje destilované v pafe (Packiyasothy &

Kyle, 2002). Slozeni esencialnich oleji (Tabulka 1) z konkrétniho druhu rostliny se mtze
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lisit mezi obdobim sklizn¢ a mezi geografickymi zdroji, proto je pro ucely experimentli
vhodné vybirat stabilni odridy. p-Cymen (1-methyl-4- (1-methylethyl) -benzen) a y-
terpinen (1-methyl-4- (1-methylethyl) -1,4-cyklohexadien) jsou ptfedchtidci karvacrolu (2-
methyl) -5- (1-methylethyl) fenol) a thymolu (5-methyl-2- (1-methylethyl) fenolu) u rodt
Origanum a Thymus (Delaquis et al., 2002; Burt, 2004).

Tabulka 1 Slozeni vybranych esencialnich oleji

Cesky nazev | Latinsky nazev Hlavni komponenty | PFriblizna
koncentrace [%]
Koriandr Coriandrum sativum Linalool 26%
listy E-2-decanal 20%
Koriandr Coriandrum sativum Linalool 70%
semena E-2-decanal —
Skoftice Cinnamomum zeylanicum | Trans-cinnamaldehyd 65%
Oregano Origanum vulgare Karvacrol Stopa-80%
Thymol Stopa-64%
v-Terpinen 2-52%
p-Cymen Stopa-52%
Rozmaryn Rosmarinus officinalis a-pinen 2-25%
Bornyl acetat 0-17%
Kafr 2-14%
1, 8-cineol 3-89%
Salvgj Salvia officinalis L. Kafr 6—15%
a-pinen 4-5%
B-pinen 2-10%
1,8-cineol 6—-14%
a-tujon 20-42%
Hiebicek Syzygium aromaticum Eugenol 75—-85%
Eugenyl acetat 815%
Tymian Thymus vulgaris Thymol 10-64%
Karvacrol 2-11%
y-Terpinen 2-31%
p-Cymen 10-56%
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Bylo zjisténo, Zze soucet mnozstvi téchto Ctyf sloucenin ptfitomnych v rostlindch feckého
oregana je témét stejny ve vzorcich pochazejicich z rGznych geografickych oblasti
a zustdva stabilni v rostlinach sklizenych v riznych roc¢nich obdobich. Totéz plati
o Thymus vulgaris z Italie. Obecné lze konstatovat, zZe esencialni oleje produkované z bylin
sklizenych béhem nebo bezprostiedné po rozkvétu maji nejsilnéj$i antimikrobidlni aktivitu.
Slozeni esencialnich oleji z riznych ¢asti téze rostliny se také mize velmi liSit. Napiiklad
esencialni olej ziskany ze semen koriandru ma zcela odlisné slozeni nez esencidlni ole;j
z koriandru, ktery se ziskava z nezralych listt téze rostliny (Delaquis et al., 2002; Burt,
2004).

Botanickym zdrojem tymianu je bylina Thymus vulgaris (Lamiaceae), ze které se ziskava
parni destilaci ¢erstvé byliny v kvétu. Jedna se o ¢irou tekutinu s mirn€ sladce bylinkovym
zépachem s jemnym cerstvym podtextem. Typickymi slozkami jsou monoterpenoly
(v€etné¢ linaloolu 60-80%, terpinen-4-olu, geraniolu, terpineolu), estery (vCetné
linalyl/terpenyl/geranyl acetatu), oxidy (v€etné¢ oxidu linaloolu), ketony (vCetné kafru)
sesquiterpeny caryophyllen and humulen, monoterpeny, thymol, karvacrol, 1,8-cineol
(Holmes, 2016).

Hlavnimi antimikrobialni slozkami tymianu a oregana jsou thymol, karvakrol, y-terpinen a
p-cymen (Tabulka 1). Thymol (5-methyl-2-isopropylfenol) (Obrazek 4) je béznou soucasti
éterickych oleji extrahovanych z tymidnu a oregana. Diky thymolu ziskdvaji tyto oleje
antimikrobialni vlastnosti. Kromé toho se tento aromaticky alkohol v soucasné dobé
pouziva ve spojeni s chlorhexidinem k potlaceni oralnich bakterii. Predpoklada se, Ze
thymol snizuje enzymatickou aktivitu a naruSuje membranovou integritu zménou
proteinovych reakci. Predchozi studie ukézaly, ze thymol inhibuje grampozitivni a
gramnegativni bakterie, vCetn¢ ordlnich selenomonad a streptokoki (Guarda et al., 2011).
Thymol 1 karvakrol, dal$i antimikrobidlni slozka téchto olejli, zplisobuji rupturu vnéjsi
lipopolysacharidové vrstvy, coZ mé za nasledek ¢asteCnou dezintegraci vnéj$i membrany
(Kalemba, Kunicka, 2003). Minimalni inhibi¢ni koncentraci pro kmeny S. aureus byla

stanovena 140 pg/ml a Pseudomonas aeruginosa 385 pg/ml. (Lambert ef al., 2001).
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CHg

OH

Obrazek 4 Chemicka
struktura thymolu
(Merck, 2020)

Karvacrol (2-p-kymenol nebo 5-isopropyl-2-methylfenol) (Obrazek 5) je jednou z hlavnich
slozek esencialnich olejii nékterych ¢lend Labiatae (Laminaceae), jako je oregano, tymian
a jejichz obsah mtize dosdhnout az 86%. T¢kavé oleje nékterych jehliénana také obsahuji
karvacrol. Bylo prokédzéano, Ze antioxida¢ni aktivita esencidlnich olejii vySe uvedenych
bylin je zplisobena karvacrolem, jeho izomerem thymolem a nékterymi dal§imi fenoly.
Antivirova aktivita byla pozorovana u vSech esencialnich olejii obsahujicich karvacrol jako
hlavni slozku, ale pouze velmi nizkd antivirova aktivita byla pozorovana pro karvacrol
samotny. Studie antimikrobidlni aktivity karvacrolu, které byly provedeny, ukézaly, ze ma
Siroké spektrum antimikrobidlni aktivity proti t€éméf vSem testovanym gram-pozitivnim
a gram-negativnim bakteriim (Baser, 2008). Byly publikovany hodnoty minimalni
inhibi¢ni koncentrace karvacrolu u bakterie S. aureus 1700 pg/ml, a u E. coli 1200 pg/ml
(Veldhuizen et al., 2006).
CH,
OH

HiC” “CHy

Obrazek 5 Chemicka
struktura karvacrolu
(Merck, 2020)

y-Terpinen (Obrazek 6) je monoterpen a hlavni slozka éterickych oleji vyrobenych

z citrusovych plodii a vykazuje silnou antioxidac¢ni aktivitu v riznych testovacich
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systémech. Rostlinna y-terpinen syntdza je ¢lenem rodiny monoterpenovych cyklaz, kterd
produkuje specificky monoterpen prostfednictvim cyklizace geranyl difosfatu (Azizi et al.,

2009).

CHj
HsC
CHs

Obrazek 6 Chemicka struktura
y-terpinenu (Merck, 2020)

Biologicky prekurzor karvacrolu, p-cymen (1-methyl-4- (1-methylethyl) -benzenu)
(Obrazek 7) je méné antimikrobidlni nez karvacrol, je-li pouzit samostatné. p-Cymen
postrada hydroxylovou skupinu, o které se predpoklada, ze hraje dualezitou roli
v antimikrobidlni aktivité. Byla hlaSena synergie mezi karvacrolem a p-cymenem proti
Bacillus cereus in vitro a v ryzi (Bagamboula et al., 2004). Cristani et al. (2007) zkoumali
inhibi¢ni u¢inek p-cymenu na kmeny S. aureus a E. coli a zjistili, Ze p-cymen inhibuje

S. aureus pi1 1250 pg/ml a E. coli az pti 2500 pg/ml.

CHs
CHs

H3C

Obrazek 7 Chemicka struktura

p-cymenu (Merck, 2020)
Skoficovy olej je ziskavan pomoci destilace vodni parou zkiry ¢i listd stromu
Cinnammomum zeylanicum (Celed Lauraceae). Oleje ziskané z klry a listi se 1iSi
pfedev§im chemickym sloZzenim a organoleptickymi vlastnostmi. Cinnamalaldehyd,
eugenol, a-pinen [-karyofylen, p-cymen, linalool, 3-fenylpropanal, benzaldehyd,
kuminaldehyd, furfural nonnanal, amylmethylketon se nachdzi v kiife skoficovniku.
V listech se vyskytuji latky jako a-pinen, dipenten, linalool, geraniol, borneol, a-terpineol
a jeho estery, cinnamaldehyd, benzylbenzoat, benzylaldehyd, cinnamylalkohol, mentenon,

safrol, eugenol (VonaSek et al., 1987). Hlavni antimikrobidlni slozka skofice je trans-

cinnamaldehyd (CIN, 3-fenyl-2-propenal) (Obrazek 8).
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Bézné se pouziva v potravinach a napojich jako vonna slozka. Pouziva také k aromatizaci
a jako agrichemickd, antimikrobidlni a protirakovinnad c¢inidla. Jeho pouziti je vSak
omezeno jeho nerozpustnosti ve vodé (Hill ef al., 2013). Naptiklad ve studii zeleninovych
a ovocnych dzust s obsahem trans-cinnamaldehydu doslo k redukci bakterie E. coli (Pan

etal., 2014).

O

Obrazek 8 Chemicka struktura
trans-cinnamaldehydu (Merck,
2020)

3.3 Hodnoceni antimikrobialniho a¢inku

Diagnostika se provadi in vitro stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
antimikrobialni slozky nebo ¢inidla, které je bakteriostatické (zabranuje viditelnému ristu
bakterii). MIC se pouzivaji k hodnoceni antimikrobialni Gc¢innosti rtiznych sloucenin
méfenim  a¢inku klesajicich koncentraci antibiotik/antiseptik po definované obdobi
z hlediska inhibice rtistu mikrobidlni populace. Tato hodnoceni mohou byt docela uzite¢na
béhem faze vyzkumu a vyvoje produktu pro stanoveni vhodnych koncentraci
pozadovanych v kone¢ném produktu, protoze koncentrace IéCiva potfebnd k vyvolani
uc¢inku je obvykle nékoliksetkrat az tisickrat mensi nez koncentrace zjisténa v konecné

davce (Andrews, 2001).

Rizné koncentrace sloucenin se inokuluji kultivovanymi bakteriemi a vysledky se méfi
za pouziti fedéni agarem nebo fedénim bujonu (makro nebo mikro), aby se stanovilo,
na jaké urovni je stanoven koncovy bod MIC. Testovani citlivosti se obvykle provadi
pomoci organismil, které ptispivaji k infekénimu procesu vyZzadujicimu antimikrobidlni
chemoterapii. Bézné pouzivany koktejl patogennich bakterii je zndmy jako ESKAPE
(Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter). Bakterie ESKAPE jsou rezistentni a jsou

povazovany za hlavni pfi¢inu nozokomidlnich infekci. Mohou byt pouzity i jiné
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organismy, jako jsou aerobni nebo anaerobni bakterie, kvasinky nebo vlaknité houby,

bud’ samotné nebo ve vice kombinacich (Hannan, 2000; Santajit & Indrawattana, 2016).

cvvr

po pevné stanovené, ponékud prodlouzené obdobi, napiiklad 18 hodin nebo 24 hodin,

za specifického souboru podminek. Miize byt stanoveno subkultivaci na agarové plotny,

v

v

svwvr

koncentraci antimikrobidlniho ¢inidla, coZ mé za nasledek mikrobidlni smrt. Jinymi slovy,
pokud MIC vykazuje inhibici, naneseni bakterii na agar mutZze stale vést k proliferaci
organismu, protoze antimikrobidlni latka nezplsobila smrt. Antibakterialni latky jsou
obvykle povazovany za baktericidni, pokud MBC neni vice nez cCtyfndsobek MIC.
Testovani MBC miize byt dobrym a relativné levnym néstrojem pro soub&zné vyhodnoceni

ucinnosti nékolika antimikrobidlnich latek (Odumosu et al., 2019).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem této prace bylo pfipravit fady kombinaci smési biopolymert (roztoky/filmy)
o ruznych pomérech zeinu a chitosanu s riznymi koncentracemi latek s antimikrobialnim
ucinkem — thymolu, tymidnového, oreganového, skoficového eleje a tyto smési nasledné
charakterizovat pomoci fyzikdlné-chemickych metod a stanovit zeta potencial, pH,
primérnou velikost ¢astic, vizualné hodnotit, stanovit jejich antimikrobidlni u¢inky vuci
grampozitivnim, gramnegativnim bakteriim, kvasinkdm a plisnim a dynamiku uvoliovani

aktivni latky.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pomiicky a piistroje
* Analytické vahy Sartorius Basic (Sartorius AG, Némecko)
» Magnetické michadlo Hei-Standard (Heidolph, Némecko)

« Bateriovy pH metr CPH 51 s kombinovanou elektrodou HC 103 (Elteca s.r.o0., Ceska
republika)

« Susarna (ETA, Ceska republika)
« Chladni¢ka (Ardo, Ceska republika)
* Parni sterilizator Varioklav 75S (Labortechnik AG, Némecko)

* Detektor intenzity rozptylu svétla ZETASIZER Nano Series ZS 90 (Malvern Instruments
Limited, Velka Britdnie)

* Laboratorni inkubator (Memmert, Némecko)

« Densi - La — Meter (Erba Lachema, Ceska republika)

* Laboratorni tiepacka Vortex (Heidolph, Némecko)

» Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

« Ultrazvukova lazen (Kraintek Czech, Ceska republika)

* Spektrofotometr TECAN Sunrise pro mikrotitracni desticky (Tecan, USA)
* Laminarni box (Clean Air, Nizozemsko)

* Plastové zkumavky, kladivko, raznice, prkénko, sterilni disky, kyvety, reagencni lahve,

filtr 0,2 pum, injekéni stiikacka, stojanky
« Standardni 96-jamkova mikrodesti¢ka (Gama, Ceska republika)
* Laboratorni sklo

* Zakladni laboratorni pomucky

5.2 Chemické latky
* Zein (TCI, Japonsko)

* Chitosan - stfedni molekulova hmotnost, stupeni deacetylace 87 % (Sigma-Aldrich, USA)
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* Thymol (Sigma-Aldrich, USA)

« Tymian /Thymus vulgaris/- Spanélsko (Nobilis Tilia, Ceska republika)

« Skotice- kiira /Cinnamomum zeylanicum/- Némecko (Nobilis Tilia, Ceska republika)
« Oregano (Dobromysl) /Origanum vulgare/- Rumunsko (Nobilis Tilia, Ceska republika)
* Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

« Kyselina octova ledova (C;H40,) (PENTA Chemicals, Ceska republika)

« Absolutni ethanol (PENTA Chemicals, Ceska republika)

« Chlorid sodny (NaCl), (PENTA Chemicals, Ceska republika)

« Chlorid draselny (KCl) (PENTA Chemicals, Ceska republika)

* Hydrogenfosfore¢nan sodny /Na,HPOu/ (Sigma-Aldrich, USA)

* Dihydrogenfosfore¢nan draselny /KH,PO,/ (Sigma-Aldrich, USA)

« Kyselina chlorovodikova (HCI) (PENTA Chemicals, Ceské republika)

* Miiller-Hinton (HiMedia, Indie)

* Sabouraud (HiMedia, Indie)
5.3 Priprava roztoki a médii

5.3.1 Priprava zasobniho roztoku chitosanu

Bylo ptipraveno 100 ml 0,5% roztoku navazenim ptisluSeného mnoZzstvi chitosanu
(s ptesnosti na 0,0001 g) a smichanim s 1% roztokem kyseliny octové. Roztok byl umistén
do ultrazvukové lazn€¢ (30 minut, teplota 40 °C), a poté byl michan asi 4 hodiny

na magnetickém michadle do uplného rozpusténi.

5.3.2 Priprava zasobniho roztoku zeinu

Roztok zeinu (0,5%) byl pfipraven navaZzenim 0,5 g zeinu na analytickych vahach
s presnosti na 0,0001 g a smichanim se 75% ethanolem. S vyuZitim magnetického
michadla byl roztok rozpustén, nasledné preveden do 100ml odmérné banky a doplnén

po rysku.

Obdobné byly ptipraveny i zasobni roztoky 2, 5, a 10% zeinu v 75% roztoku ethanolu

navazenim prisluSnych mnozstvi zeinu (2, 5 a 10 g).
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5.3.3 Priprava zisobniho roztoku thymolu

Roztok thymolu o koncentraci 20 % byl pfipraven navazenim 20 g thymolu s pfesnosti
na 0,0001 g, rozpusténim v absolutnim ethanolu, pfevedenim do 100ml odmérné banky

a doplnénim po rysku.

5.3.4 Priprava roztoku Tween 20

Pro ptipravu 5% roztoku bylo navazeno 0,25 g tenzidu Tween 20 s ptesnosti na 0,0001 g.
Navazka byla rozpusténa v 75% ethanolu, nasledné pfevedena do 5ml odmérné banky

a doplnéna po rysku.

5.3.5 Priprava fyziologického roztoku

Na ptipravu fyziologického roztoku bylo navazeno 8,5 g NaCl (s ptesnosti na 0,1 g),
rozmichdno v destilované vodé a doplné€no po rysku v 1000ml odmérné bance. Sterilizace

probéhla pfti teploté 121 °C po dobu 20 minut v reagencnich lahvich.

5.3.6 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr byl, za pomoci magnetického michadla, ptipraven rozpusténim 8 g chloridu
sodné¢ho, 0,2 g chloridu draselného, 1,44 g hydrogenfosfore¢nanu sodného a 0,24 ¢
dihydrogenfosfore¢nanu draselného v 800 ml destilované vody. Po uplném rozpusténi bylo
zméteno pH roztoku a upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové na hodnotu pH 7.4.
Roztok byl pteveden do 1000ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku.
Nasledné byl sterilizovan v reagencnich lahvich v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20

minut.

5.3.7 Priprava 0,1% roztoku Tweenu 20

Pro ptipravu 0,1% roztoku tenzidu Tween 20 bylo navdZzeno 0,1 g s piesnosti 0,01g,
rozpusSténo v piipraveném fyziologickém roztoku (viz. Kapitola 5.3.5) a doplnéno
do 100ml odmérné banky po rysku. Roztok byl sterilizovan pfi teploté 121 °C po dobu 20

minut v reagen¢nich lahvich.

5.3.8 Priprava pracovnich roztoki polymeru s aktivnimi latkami

Roztoky byly pfipraveny dle daného poméru (Tabulka 2). Do kadinky bylo odméfeno
ptislusné mnozstvi zeinu a kontinudlné¢ michdno na magnetickém michadle pfi 500 rpm.

Do roztoku zeinu bylo napipetovéano ptislusné mnozstvi aktivni latky (thymol).
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V ptipadé esencialnich olejii byl postup opacény, nejdiive bylo navazeno pfislusné mnozstvi
oleje a posléze napipetovan ptislusny objem zeinu. Po uplynuti 30 minut byl do roztoku
za stalého michani prikapan z byrety pfipraveny roztok chitosanu v 0,5% kyselin¢ octové
a po dalsich 30 minutdch byl pfidavan roztok Tweenu 20. Michdni bylo ukon¢eno
za dalsich 30 minut. Analogicky byl pfipraven i vzorek bez aktivni latky, ktery slouzil jako

kontrola.

Tabulka 2 Ptidavky jednotlivych sloZzek pro ptipravu pracovnich roztoki se 2 % aktivni

latky
Pomér MnozZstvi MnozZstvi Pridavek Pridavek Pridavek
zein:chitosan” | zeinu [ml] chitosanu thymolu esencialnich | Tween 20
[ml] [ml] oleji[g] | [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

" Procentualni pridavky aktivnich latek se vztahuji na objem smési zein:chitosan 25 ml.

Roztoky s 2, 5 a 10% zeinem (viz. Kapitola 5.3.2) byly vytvofeny v pomérech 7:1; 5:1
a obsahovaly 2 % aktivni latky. Roztoky se 2,5 % aktivni latky obsahovaly 3,125 ml
thymolu a 0,625 g esencidlnich olejii. Pro vytvofeni roztokl se 3 % aktivni latky ptidavky

¢inily 3,75 ml thymolu a 0,75 g esencialnich oleja.

5.3.9 Priprava filma

Pracovni roztoky polymert s aktivnimi latkami (viz. Kapitola 5.3.8) byly v laminarnim

boxu odlity do plastovych Petriho misek a suseny v susarné pti teploté 35 °C pies noc.

5.3.10 Priprava zivnych médii

Pro ptipravu bujonu bylo dle ndvodu na sypké smési navdZzeno potiebné mnozstvi média
Miiller-Hinton (s piesnosti na 0,1 g), doplnéno destilovanou vodou na potiebny objem
a sterilizovano v autoklavu (121 °C/20 min).

Pro ptipravu masopeptonového bujonu (MPB) byly navdzeny 3 g masového vytazku, 5 g
peptonu a 3 g soli (s presnosti na 0,1 g) doplnéno vodou na 1000 ml, upraveno pH na 6,8-
7,0 a sterilizovano v autoklavu (121 °C/20 min). Média jsou vhodna pro kultivaci bakterii.
Pfidanim agaru do bujonu Miiller-Hinton ¢i Sabouraud-vhodny pro kvasinky a plisné€ byla
pfipravena pevna média. Bujon s pfidanym agarem byl sterilizovan pii teploté¢ 121 °C

po dobu 20 min. Po vysterilizovani byla média rozlita do plastovych Petriho misek.
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5.4 Priprava mikroorganismu

Pouzité kmeny bakterii, kvasinek a plisni jsou vyjmenované v tabulce (Tabulka 3) a byly
ziskany na Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi, Fakulty technologické UTB

ve Zling, ktera je zakoupila ze sbirek mikroorganizmd.

Tabulka 3 Seznam pouzitych kmenti mikroorganismi

Oznacéeni kmene

S. aureus CCM3953

E. coli CCM 3954

C. parapsilosis CCM 8260

A. niger ATCC 16404

5.4.1 Bakterie

Pro pfipravu inokula bakterii byla asepticky odebrdna jednodenni kultura bakterii

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

5.4.2 Kbvasinky

Pro ptipravu inokula kvasinek byla asepticky odebrana tfidenni kultura C. parapsilosis

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

5.4.3 Plisné

Pro ptipravu inokula plisni byla Petriho miska s pétidenni kulturou A. niger ptelita 1 ml
0,1% tenzidu Tween 20 ve fyziologickém roztoku, nasledné¢ byl roztok odebran

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

5.5 Meéreni zeta potencialu

Meéfeni zeta potencidlu bylo uskute¢néno pomoci pfistroje ZETASIZER Nano Series ZS
90. Principem je proméfeni roztokli metodou laserové Dopplerovské mikroelektroforézy.
Vzorky byly ziskany smichdnim 6 pl pracovnich roztokl z Kapitoly 5.3.8 s3 ml 2x
zfiltrované destilované vody (injekéni filtr o velikosti porti 0,2 um). Zfedény vzorek byl
pomoci injekéni stiikacky pfeveden do kyvety a uzavien vickem. Méfeni probehlo

pii teploté 25 °C ve tfech opakovanich a bylo zaznamenéano v programu Zetasizer Software
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(Malvern Instruments Ltd., Velkd Britanie). Data byla vyhodnocena pomoci modelu

Smoluchowskiho.

5.6 Meéreni pH

Pomoci bateriového pH metru s kombinovanou elektrodou bylo méfeno pH u roztokt
s 0,5% zeinem v pomérech zein:chitosan 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s pfidavkem aktivnich
latek (thymol, tymidn, skofice, oregano) v riznych koncentracich (2; 2,5 a 3 %) ptipadné
bez aktivni latky. Dale bylo méfeno pH u roztokl s2, 5 a 10% koncentraci zeinu
v pomérech 7:1 a 5:1 s ptidavkem vySe zminénych aktivnich latek o koncentraci 2 %.
Pted vlastnim métenim byla provedena kalibrace ptistroje za pouziti pufrit o hodnoté pH

4 a pH 7. M¢éteni probihalo pti laboratorni teplot¢.

5.7 Méreni velikosti Castic

Na pristroji Zetasizer Nano Series ZS 90 byly metodou laserového rozptylu svétla
prométeny vzorky (pfiprava viz Kapitola 5.5) s 0,5% zeinem ve vSech pfipravenych
pomérech a také ve vSech pouzitych koncentracich aktivni latky u thymolu i u ostatnich

esencialnich oleji (pfipadné bez aktivni latky). A déale u roztoki s obsahem zeinu 2 a 5 %

a 2% koncentraci aktivni latky v pomérech 7:1 a 5:1.

Z vybranych vzorkli bylo odebrano 0,5 ml do kadinky a doplnéno 1 ml 2x zfiltrované
destilované vody (filtr 0,2 pum). Do pfislusné kyvety byl pomoci injekéni stiikacky
pieveden natedény vzorek, vlozen do pfistroje. Métfeni probéhlo ve tfech opakovanich

pii teploté 25 °C a bylo zaznamenano v programu Zetasizer Software.

5.8 Vizualni hodnoceni roztoku

Vsechny polymerni roztoky o koncentraci zeinu 0,5 % a poméry zeinu a chitosanu 1:0,
20:1, 10:1, 7:1, 5:1 sptidavkem aktivnich latek (thymol, tymian, skofice, oregano
o koncentraci 2 %) ptipadné bez aktivni latky a roztoky o koncentraci zeinu 2, 5 a 10 %
v pomérech biopolymert 7:1 a 5:1 s pfidavkem aktivnich latek thymol, tymian, skofice,
oregano o koncentraci 2 %) ptipravené dle postupu uvedeného v Kapitole 5.3.8. byly
vizualné hodnoceny. Thned po namichani byla zhodnocena barva roztoku a po mésici byl

zhodnocen ptipadny zéakal.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

5.9 Stanoveni antimikrobialnich udinku

Byly sledovany antimikrobialni uc€inky nasledujicimi metodami u pfipravenych

polymernich roztokt a filma.

5.9.1 Diskova difizni metoda

Roztoky s 0,5% zeinem ve vSech pfipravenych pomérech a o koncentracich aktivni latky 2;
2,5; 3 % byly naneseny na sterilni 6mm papirové disky v mnozstvi 10 pl. Soub&zné byly
pfipraveny Petriho misky s agary (MH, Sabouraud), které byly pfelity 1 ml ptislusné
suspenze mikroorganismil (bakterii, kvasinek i plisni). Po zaschnuti byly na tyto pidy
asepticky preneseny disky se vzorkem (na jednu misku vzdy 2 disky v opakovani). Petriho
misky byly inkubovany dle pouzitych mikroorganismti (bakterie 37 °C, 1 den; kvasinky
a plisné pti laboratorni teploté 3-5 dni). Po ub&hnuti inkubacni doby byly zméfeny priméry
inhibi¢nich zén vcetné disku. Obdobnym zpusobem byly také pfipraveny vzorky
bez aktivni latky. Pro srovnani vysledkil se zeinchitosanovymi disky byly tyto disky

odecteny.

5.9.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace u thymolu a ethanolu byla pouzita

mikrodiluéni metoda v mikrotitraéni desticce.

Byla vytvofena thymolova fada nésledujicim zplGsobem. Do prvni jamky prvni fady
na mikrodesticce bylo napipetovano 195 pul MPB a 5 pl zésobniho roztoku thymolu
(Ci ethanolu) o koncentraci 40 mg/ml. Do kazdé dalsi jamky vprvni fadé¢ bylo
napipetovano 100 ul MPB a nasledn¢ provedeno dvojkové fedéni (z ptfedchozi jamky
odebrdno 100 pl a pfeneseno do dalsi jamky v potfadi). Poté bylo napipetovano 5 pl
bakteridlniho inokula (S. aureus, E. coli) ptipraveného diive (Kapitola 5.4.1). Vzhledem
k tomu, ze roztok thymolu je rozpustén v ethanolu, byla pro vylouceni antimikrobidlnich
ucinkl ethanolu vytvofena obdobnym zpiisobem i ethanolova fada. Dale byly pfipraveny
blanky vzorku pro thymol a absolutni ethanol (blank thymolové, ethanolové tady)
bez bakteridlnich kultur. Pro zajisténi kontroly ristu bylo do mikrodesticky napipetovano
200 pl MPB a 5 ul bakterialnich kultur (S. aureus, E. coli). Cisty 200 ul MPB) slouzil
pro kontrolu sterility. Po pfipraveni byla mikrotitra¢ni desticka ptelepena folii a vloZena
do spektrofotometrického pfistroje Tecan Sunrise, kde byla méfena optickd denzita

ptivilnové délce 600 nm (ODgo). Méfeni probihalo kazdych 30 minut po dobu 24 h
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ptiteploté 37 °C. Vysledky byly ulozeny a zpracovany v tabulkovém softwaru Office
Excel (Microsoft).

5.9.3 Stanoveni ristovych krivek

Pro stanoveni antimikrobialnich uc¢inkl roztokti byla pouzita metoda stanoveni ristovych

ktivek v mikrotitra¢nich destickach s méfenim optické denzity v priab&éhu 24 h.

Do jamek v mikrodesti¢ce bylo napipetovano 200 ul MPB, 5 ul bakteridlni kultury E. coli
a vzorek s 0,5% zeinem s pfidavkem thymolu (koncentrace 2 %), pfipadné bez thymolu,
v riznych pomérech zeinu a chitosanu (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1). Déle byl vytvofen blank
vzorku bez bakteridlni kultury. Kontrolni jamky obsahovaly 200 ul MPB a 5 pl bakterialni
kultury, cisty bujon (MPB) slouZil jako kontrola sterilni prace. Mikrodesticka byla
nasledn¢ ptelepena f6lii proti odpafovani a vlozena do pfistroje Tecan. Méfeni optické

denzity (ODggo) probihalo kazdych 30 minut po dobu 24 h.

5.9.4 Antimikrobialni u¢inky filma

Antimikrobidlni G¢inky pfipravenych filma byly stanoveny diskovou difizni metodou

obdobné¢ jako v Kapitole 5.9.1.

Dle Kapitoly 5.3.9 byly pfipraveny filmy o rizné koncentraci zeinu, aktivni latky
a v riznych pomérech zeinu a chitosanu (Tabulka 2), ze kterych byly vyseknuty disky
o pruméru 9 mm. Pfipravené agary (MH, Sabouraud) byly ptelity 1 ml pfislusné suspenze
mikroorganismt (bakterii, kvasinek i1 plisni) a po zaschnuti inokula byly na pfipravena
média pieneseny zein-chitosanové disky (na jednu Petriho misku vzdy 2 disky
v opakovani). Agary se zein-chitosanovymi disky byly inkubovany dle pouzitych
mikroorganismi (bakterie 37 °C/1 den; kvasinky a plisné pti laboratorni teploté po dobu 3-

5 dni). Po inkubaci byly zméfeny prameéry inhibi¢nich zon vcetné disku.

5.9.5 Statisticka analyza

Z naméfenych inhibi¢nich z6n u diskové difizni metody byly vytvofeny aritmetické
priméry a smérodatné odchylky byly vypocitdny pomoci tabulkového softwaru Office

Excel (Microsoft, 2020).
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5.10 Uvolniovani aktivni latky

Byly ptipraveny filmy s thymolem, tymidnem a oreganem s 2% zeinem v pomérech 7:1
a 5:1 (Kapitola 5.3.9) a z nich vyrazeny disky o priméru 9 mm (Kapitola 5.9.4). Zein-
chitosanové disky byly kazdy zvlast umistény do plastovych zkumavek s20 ml
fosfatového pufru a ulozeny v inkubatoru pti teploté 37 °C. Vzorky byly postupné
odebirany v ¢asech po 3 h, a dale po 1, 5 a 12 dnech. Zaroven byly ptipraveny agary (MH,
Sabouraud), jez byly zaoCkovany 1 ml pfislusné suspenze mikroorganismt (bakterii,
kvasinek 1 plisni). Po zaschnuti suspenze byly na pfipravena média v uvedenych Casech
asepticky preneseny vzdy dva disky z PBS. Agary se zein-chitosanovymi disky byly
inkubovany dle pouzitych mikroorganismti (bakterie 37 °C, 1 den; kvasinky a plisn¢
pii laboratorni teploté 3-5 dni). Po inkubaci byly zméfeny praiméry inhibi¢nich z6n vcetné

disku.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Charakteristika biopolymernich smési

Bylo pfipraveno nékolik fad biopolymernich smési s aktivnimi latkami. Tyto byly
charakterizovany pomoci fyzikaln¢ chemickych parametri — zeta potencial, pH a primérna

velikost ¢astic. Pfipravené smési byly téz vizualné hodnoceny.

6.1.1 Zeta potencial

Pti vyhodnocovani namétenych dat byly sestrojeny grafy pro kazdou aktivni latku zv1ast.
V grafech (Obrazek 9, 10, 11, 12) jsou vZzdy vyneseny dvé veliCiny, pH a zeta potencial.
Z technickych divodi nebylo provedeno méteni roztokii s vy$si koncentraci zeinu

(2, 5% a 10%).

Po pfidani aktivnich latek do zein-chitosanového roztoku doslo u vétSiny vzorki ke snizeni
zeta potencialu oproti blanku. Tento jev je mozné pravdépodobné piiCist chemickym

interakcim mezi aktivnimi latkami a chitosanem.

V grafu (Obréazek 9) jsou zobrazeny namétené hodnoty pro 0,5% polymerni roztoky zeinu
ve vSech pripravenych pomérech s 2, 2,5 a 3% piidavkem thymolu pfipadné blanku
ve vzorku s pomérem zein:chitosan 1:0, kterd Cinila -11,4 mV a nejvyssi ve vzorku 5:1

(+41,9 mV). Stejny trend jako u roztoku s 2% piidavkem thymolu byl pozorovan

v v

v w7

v poméru 7:1 (+18,5 mV). U 2,5% thymolu v poméru zein:chitosan 5:1 doSlo k mirnému

poklesu na hodnotu +12,7 mV.

Obrazek 10 zobrazuje dvé namétené veliCiny pro 0,5% polymerni roztoky zeinu ve vSech
ptipravenych pomérech s 2, 2,5 a 3% ptidavkem tymidnu, ptipadné blanku (bez aktivni
primé&mé hodnoty ato -22,5 mV a nejvyssi +15,7 mV v poméru 5:1. Tento trend byl
zopakovan 1 v roztocich s 2,5 a 3% ptidavkem tymianu. U 2,5% tymidnu byly primérné
hodnoty zeta potencidlu v rozmezi -22,6 mV a +27,6 mV a u 3% tymidnu od -16,0 mV
do +27,8 mV.
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B Bez aktivni latky 2% thymol B 2,5% thymol

3% thymol = pH bez aktivni |dtky == pH 2% thymolu

e pH 2,5% thymolu === pH 3% thymolu

-5 2001

Zeta potencial [mV]
-
d
iy
~
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iy

Pomeér zein:chitosan

Obrazek 9 Hodnoty zeta potencialu a pH pro vzorek s riznou

koncentraci thymolu
B Bez aktivni latky . 2% tymian . 2,5% tymian
3% tymian =—=nH bez aktivni latky =——pH 2% tymidnu
e pH 2,5% tymidnu  ==—pH 3% tymianu

Zeta potencial [mV]

Pomeér zein:chitosan

Obrazek 10 Hodnoty zeta potencialu a pH pro vzorek

s riiznou koncentraci tymidnu

Na Obrazku 11 jsou zndzornény naméfené hodnoty dvou veli¢in pro 0,5% polymerni

roztoky zeinu ve vSech ptipravenych pomérech s 2, 2,5 a 3% pridavkem oregana, ptipadné
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pramérné hodnoty zeta potencialu jsou sledovatelné v poméru zein:chitosan 1:0 a nejvyssi
u roztoku 5:1. Nejnizsi hodnoty pro 2, 2,5 a 3% oregano byly -20,5, -7,4 a -10,1 mV
a nejvyssi +28,8, +25,3 a +32,7 mV.

mm Bez aktivni latky = 2% oregano  2,5% oregano
3% oregano = pH 3% oregana ———pH bez aktivni latky

= pH 2% oregana ——pH 2,5% oregana

Zeta potencial [mV]
(9]

Pomeér zein:chitosan

Obrazek 11 Hodnoty zeta potencialu a pH pro vzorek

s riznou koncentraci oregana

V grafu (Obrazek 12) jsou zobrazeny naméfené hodnoty pro 0,5% polymerni roztoky zeinu
ve vSech pfipravenych pomérech s 2, 2,5 a 3% ptidavkem skofice, piipadné blanku
skotfice na -31,9 mV v poméru zein: chitosan 1:0, nejvyssi u poméru 20:1 (-0,1 mV).
Hodnoty pro 2% roztoky skofice byly vSechny v zdpornych hodnotach. Pro 2,5% roztoky
byla nejniz§i hodnota -13,9 mV (1:0) a nejvy$si +6,2 mV (5:1). Podobné byly

v

mV) a nejvyssi u poméru 5:1 (+1,1 mV).
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m Bez aktivni latky 2% skofice I 2,5% skafrice
3% skofice ——pH bez aktivni |atky =——pH 2% skofice
= pH 2,5% skofice =~ ==——pH 3% skofice
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Pomeér zein : chitosan

Obrazek 12 Hodnoty zeta potencialu a pH pro vzorek s riznou

koncentraci skofice

Z Obrazkl 9, 10 a 11 Ize vycist, Ze u thymolu, tymidnu a oregana zeta potencial stoupa
u roztokli obsahujicich skofici (Obrazek 12), kdy po piidani chitosanu zlstavaji hodnoty
zeta potencialu v zapornych hodnotach a k mirnému zvysSeni do hodnot plusovych dochézi
az pti nejvetsi koncentraci chitosanu (5:1). V piipadée studie zabyvajici se extraktem z kiry
skofice zeylanicum byly také pro tuto latku naméfeny zaporné hodnoty zeta potencidlu

(Sathiskumar et al., 2009)

U vsSech esencialnich oleji (Obrazek 9, 10, 11 a 12) z naméfenych hodnot pH lze usoudit,

ze s rostoucim mnozstvim chitosanu ve vzorcich dochazi k poklesu pH.

U vzorkt bez ptidavku jakékoliv aktivni latky doSlo k postupnému ndristu zeta potencidlu
ze zapornych hodnot az do kladnych (Obrazek 9, 10, 11, 12). Zeta potencial samotného
0,5% roztoku chitosanu v 1% kyseliné octové se pohybuje v kladnych hodnotéach, takze
neni piekvapivé, Ze doslo ke zvySeni zeta potencidlu az do kladnych hodnot u vzorka
pouze se zeinem (pomér 1:0). U vzorkl bez aktivni latky 10:1 a 5:1 byly znatelné nejvyssi
hodnoty, jez se fadove liSily o desetiny (+43,3 mV a +43,1 mV). V naSem piipadé, kdy
byly zeinové castice potazeny vrstvou chitosanovych molekul, byly tyto vzorky kladné

nabity +9,4, +43.3, +35,8 a +43,1 mV (20:1, 10:1, 7:1, 5:1). Vysledek mtze byt pficten
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protonaci aminoskupin v chitosanovych molekulach, coz zptisobilo, Ze chitosanové

molekuly maji kladny naboj (Fernandez-Pan et al., 2015).

K podobnému vysledku dospéli i autofi studie, kterd se zabyvala vlivem frekvenci
ultrazvuku na vlastnosti koacervace zeinchitosanového komplexu pro enkapsulaci
resveratrolu (Ren et al., 2018). Také v dalsi studii (Luo et al., 2011), poté, co byly
nanocastice tokoferolu se zeinem potazeny chitosanem, zeta potencidl komplexu nabyl
kladnych hodnot v rozmezi +22,8 az +40,9 mV. Z grafi (Obrazky 9, 10, 11, 12) vyplyva,
ze ¢im vice chitosanu se ve smési objevilo, tim je systém stabilnéjsi. Z tohoto divodu
vzorky bez aktivni latky s obsahem zeinu a chitosanu v poméru 10:1, 7:1 a 5:1 mizeme

povazovat za velmi stabilni.

Je vSeobecné znamé, ze kolem kazdé Castice se rozprostira vrstva ndboji, oznacovana jako
tzv. elektricka dvojvrstva. Ta se skladd z vnitini neboli Sternovy vrstvy a vnéjsi
tzv. difuzni vrstvy. Sternova vrstva je tvofena z hydratovanych iontd, které jsou silné
navazany na povrchu ¢astic a spolu s koloidni ¢astici se 1 pohybuji. Naopak difuzni vrstvu
tvofi ionty mnohem volnéji navazané a jejich pohyb je nezdvisly na pohybu koloidni
Castice. Vn&jsi a vnitini vrstvu oddé€luje tzv. rovina skluzu. Potenciadl vznikajici
na tomto rozhrani je oznacovan jako zeta potencidl, pifipadné¢ jako elektrokineticky
potencial. Velikost potencialu zeta ukazuje stupen elektrostatického odpuzovani
mezi dvéma sousednimi ¢asticemi a tim i vliv na stabilitu systému. Castice s potencialem
zeta mezi -10,0 a +10,0 mV byvaji povazovany za neutrdlni, zatimco nanocastice
s potencidlem zeta vétSim nez +30,0 mV nebo mensim nez -30,0 mV se povazuji za silné
kationtové ¢i silné aniontové. Me¢feni potencialu zeta zavisi hlavné na chemickych
vlastnostech polymeru, na stabilizacnich Cinidlech a na pH média (Mora-Huertas et al.,
2010). Pouzitim kationtovych polymert a neionogennich stabilizac¢nich ¢inidel se naméfi

pozitivni hodnoty zeta potencidlu (Mora-Huertas et al., 2010).

6.1.2 Stanoveni pH

Hodnoty pH byly méfeny pomoci pH metru ihned po namichdni roztokii. Namétené

hodnoty pH jsou zobrazeny v Tabulkich 4, 5 a 6.
Z naméfenych hodnot nelze s jistotou fici, zda pii zvySujici se koncentraci aktivnich latek
dochazi ke zvyseni nebo snizeni pH. NejvySSich hodnoty pH byly zaznamenany u Cisté

latky thymolu, a to 5,8.
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Tabulka 4 Hodnoty pH vzorkt s 2% koncentraci aktivni latky

MnoZstvi | Pomér Thymol Tymian Skorice Oregano | Bez
zeinu Z:CH aktivni
latky
1:0 5,8 5,7 5,4 5,7 4,6
20:1 5,4 53 5,1 53 5,3
0,5 % 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 53 5,1 53 5,2
5:1 5,2 5,1 4,9 5,1 5,1
5,0 % 7:1 5,5 5,4 53 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 53 5,5
5:1 5,5 5,4 5,1 5,0 5,3
Tabulka 5 Hodnoty pH vzorki s 2,5% koncentraci aktivni latky
Mnozstvi | Pomér Thymol Tymian Skofice Oregano
zeinu Z:CH
1:0 5,8 5,7 5,4 5,8
20:1 5,4 5,4 5,1 5,2
0,5 % 10:1 52 53 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 vzorkt s 3% koncentraci aktivni latky
Mnozstvi | Pomér Thymol Tymian Skorice Oregano
zeinu 7:CH
1:0 5.8 5,7 5.4 5,8
20:1 5,5 5,3 5.1 5,4
0,5 % 10:1 53 5,1 4,9 53
7:1 5,2 5,0 4,7 5,2
5:1 5,1 5.1 4,5 5,0

Z esencialnich oleji byly naméfeny nejvétsi hodnoty u vzorku oregana s 0,5% zeinem

zein:chitosan 5:1. Jak jiZ bylo zminéno, z naméfenych dat 1ze odvodit, Ze pti zvySujici se
koncentraci chitosanu (zméné pomeéru zein/chitosan v tfadé¢ 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1)
dochazi ke snizovani pH. Naopak pii zvySeni koncentrace zeinu v fadé 0,5 %, 2 %, 5 %, 10
% dochazi k jeho ristu. V ptipadé roztoku bez aktivni latky nejvyssi naméfené hodnoty
dosahly pH 5,5. Lze se docist, ze hodnota pH zeinu je stanovena na 6,2, pfi vy$§im pH

formulace zeinovych nanocastic vykazuji agregaci a sraZeni, protoze v roztocich s pH

cwwvr

nad 5 se zein blizi izoelektrickému bodu (Cheng a Jones, 2017).
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6.1.3 Prumérna velikost ¢astic

Mefteni velikosti Castic je dilezitym aspektem pro studium charakterizace koloidnich
systémil. Tyto informace jsou uzitecné a nezbytné pro pochopeni jejich vlastnosti.
Na Obrazcich 13, 14, 15 a 16 jsou znadzornény vysledky méteni velikosti ¢astic v roztocich
s 0,5% mnozstvim zeinu, se zvySujici se koncentraci aktivnich latek a o riznych pomérech
zeinu a chitosanu.

Na Obrazku 13 je zobrazena prumérna velikost ¢astic u roztokd s 2, 2,5 a 3% mnozstvim
hodnota velikosti ¢astic na 20,5 nm v roztoku s pomerem zein:chitosan 5:1. Nejvyssi byla
naméfena 111,2 nm v poméru zein:chitosan 7:1. Naopak u roztoku s 2,5% piidavkem

thymolu byla naméfena nejvyssi primérnd hodnota velikosti ¢astic pravé v poméru 5:1

v wvr

v v
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Obrazek 13 Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci thymolu

Graf (Obrazek 14) zobrazuje primérnou velikost ¢astic u roztoki s 2, 2,5 a 3% mnozstvim
tymidnu, pifipadné¢ blanku. Pfi pohledu na Obrazek 14 Ize vidét klesajici trend

u jednotlivych pomér. Se zvySujicim se obsahem tymidnu ve vzorku klesd priimérna

v v



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

s 2% tymianem, byla namétena ve vzorku s pomérem zein:chitosan 5:1 (62,2 nm), nejvyssi

A4

A4

20:1 (25,8 nm) a nejvyssi byla zaznamenéana u poméru 5:1 (55,2 nm).

M Bez aktivni latky 2% tymian ®2,5% tymian 3% tymidn
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Pomér zein:chitosan

Obrazek 14 Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci tymianu

Obdobné klesajici trend lze pozorovat i u roztoki se zvySujicim se mnozstvi skofice

v v

vwr

hodnoty zaznamenany u poméru zein:chitosan 20:1 (24,5 nm). NejvysSich hodnot bylo

dosazeno u 2,5% roztokt skofice v poméru 5:1 (40,9 nm). Také u roztoki s ptidavkem 3 %

v v

naméteny pro 3% skofici v poméru 1:0 (13,6 nm).
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M Bez aktivni latky B 2% skofice ™ 2,5% skofice 3% skofice
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Obrazek 15 Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci skofice
Na Obrazku 16 je zobrazena primérnd velikost Castic u roztoki s 2, 2,5 a 3% mnoZstvim
oregana, pripadné blanku. U 2% roztoku byla nejmensi primérné velikost €astic stanovena
na 86,1 nm u poméru 5:1 u 2,5% roztoku na 38,1 nm u poméru 20:1 a u 3% roztoku
oregana na 23,9 nm také u poméru 20:1. Nejvyssi primérné hodnoty velikosti ¢astic nabyl
2% roztok v poméru zein:chitosan 7:1 (217,3 nm), u 2,5% roztoku oregana v poméru 10:1

(97,0 nm) a u 3% roztoku také v poméru 10:1 (79,1 nm).

V ptipad€ roztoku bez aktivni latky se se zvySujicim se mnozstvim chitosanu v roztoku
zvys$ila 1 primérnd velikost ¢astic (Obrazky 13, 14, 15 a 16). Ta se pohybovala v rozmezi
od 185,50 nm do 513,30 nm, kdy nejvétsi narist byl pozorovan u vzorku s pomérem

zein:chitosan 5:1. Ve studii Park et al. (2015) byl pozorovan stejny trend.

Po pfidani aktivni latky do smési zein/chitosan, doSlo ke sniZeni velikosti Castic téméft
u vSech roztokl. Vyjimkou byly roztoky thymolu v poméru 5:1 a skofice 1:0, kde doslo
naopak ke zvySeni primérné velikosti Castic ve srovnani se vzorky bez aktivni latky.
Ve v8ech roztocich s 2,5% a 3% ptidavkem esencidlnich oleji byla namétena velikost
castic ve vSech pomérech pod 100 nm. S vyjimkou skofice v poméru 1:0 nepiesahla

pramérnd velikost ¢astic u esencialnich oleji (2%) hranici 230 nm.
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M Bez aktivni latky M 2% oregano M 2,5% oregano 3% oregano
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Obrazek 16 Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci oregana
Vseobecné z naméfenych dat mizeme fici, ze pii narGstu koncentrace aktivni latky
u esencidlnich oleji dochéazi k poklesu primérné velikosti ¢astic. Bohuzel z téchto dat
nelze vycist, u kterych poméri biopolymert zeinu a chitosanu je primérna velikost Castic

mensi, respektive vetsi.

Na Obrazku 17 a 18 jsou zobrazeny naméfené hodnoty velikosti €astic u vzorki

se zvysujici se koncentraci zeinu v pomérech zeinu a chitosanu 7:1 a 5:1.

Na Obrazku 17 lze nalézt u tymidnu a oregana v roztoku 7:1 klesajici trend primérnych
hodnot velikosti ¢astic s naristem koncentrace zeinu. NejvEtsi ¢astice byly namétfeny u 2%
roztoku zeinu v poméru 7:1 u thymolu (164,9 nm) a u skofice (161,3 nm). U 0,5% roztoku
zeinu v poméru 7:1 byla naméfena nejvysSi hodnota Castic pro tymidn na 114,2 nm

auoreganana217,3 nm.

V ptipadé naméfenych dat u roztoku zein:chitosan 5:1 s koncentraci aktivnich latek 2 %
(Obrazek 18) byly naméteny nejvyssi hodnoty pro velikost Castic u roztoku se 2 % zeinu
ato u thymolu na 114,2 nm, tymidnu na 146,7 nm, skofice na 182,0 nm a oregana

209,4 nm.
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Obrazek 17 Primérné hodnoty velikosti ¢astic v roztoku zein:chitosan 7:1
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Obrazek 18 Zavislost velikosti ¢astic na koncentraci zeinu u roztoku zein:chitosan 5:1
6.1.4 Vizualni hodnoceni roztoki

Pozorovanim byla zhodnocena barevnost namichanych roztokd s aktivnimi latkami.
Samotny 0,5% roztok chitosanu v 1% kyselin€¢ octové byl bezbarvy, 0,5% roztok zeinu
v 75% ethanolu byl velmi slabé Zluty. U vzorkt s 2, 5 a 10 % zeinu po pfidani kterékoliv
aktivni latky byl roztok zluty. Se zvySujicim se mnoZstvi zeinu vzrostla sytost Zluté barvy

v ov

nejsytéisi zlutd u 10% zeinu).
(nejsyte)
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Tabulka 7 Vizualni hodnoceni zakalu

Mnozstvi | Pomér | Thymol Tymian Skofrice Oregano Bez
zeinu 7:CH aktivni
latky
1:0 Zakalu Zakalu Zakalu Zakal u dna | Bez zakalu
dna dna dna
0,5 % 20:1 Bez zakalu | Bez zakalu Zakal u Bez zakalu | Bez zdkalu
dna
10:1 Bez zakalu | Bez zakalu Zakal Bez zakalu | Bez zdkalu
v celém
objemu
7:1 Bez zakalu | Bez zakalu Zakal Bez zakalu | Bez zakalu
v celém
objemu
5:1 Bez zakalu | Bez zakalu Zakal u Zakal u dna | Bez zakalu
dna
2,0 % 7:1 Zakal u Zakal u Zakal u Zakal u dna | Bez zakalu
dna dna dna
5:1 Zakal u Zakal u Zakal u Zakal u dna | Bez zakalu
dna dna dna
5,0 % 7:1 Zakal Zakal u Zakal Zakal u dna | Bez zakalu
v celém dna v celém
objemu objemu
5:1 Zakal u Zakal u Zakal u dna | Bez zakalu
dna dna
10,0 % 7:1 Zakal Zakal Zakalu Zakal u dna | Bez zakalu
v celém v celém dna
objemu objemu
5:1 Bez zakalu Zakal Zakal u Zakal u dna | Bez zakalu
v celém dna
objemu

Ptipravené 0,5% roztoky zeinu, v pomérech zeinu a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1

s ptidavkem thymolu, byly ¢iré a prihledné. Roztoky s 0,5 % zeinu, v pomérech zeinu

a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s ptfidavkem tymianu se jevily jako nartzovélé.

Vzniklé 0,5% roztoky zeinu, v pomérech zeinu a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1

s ptidavkem skofice byly zluté a slabé Zluté byly i roztoky bez aktivni latky. Pfipravené

0,5% roztoky zeinu, v pomérech zeinu a chitosanu 1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1 s pfidavkem

tymidnu se jevily jako oranZovortzové.

Ptipadny vznikly zékal byl zaznamendn do Tabulky 7. Hodnoceni bylo provedeno
pro roztoky s 0,5% mnozstvi zeinu v raznych pomérech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1)

a s pfidavkem 2 % thymolu, tymidnu, skofice a oregana a dale u roztokl se 2, 5 a 10 %

zeinu v pomérech 7:1 a 5:1.
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Jak doklada tabulka (Tabulka 7), smés bez piidané aktivni latky nevytvotila zZadny zékal.
Lze tedy ptedpokladat, ze k rozpadu emulze nedoslo a smés vytvoiena timto zplisobem je
zcela roozpusténa a pomérné stabilni. Po pfidani aktivnich latek doSlo u vétSiny
k vytvoteni zakalu, predevSim v ptipad¢ skofice, coz by mohlo byt zplisobeno velmi
Spatnou rozpustnosti ve vodnych roztocich. Také Chen a Zhong (2014) studovali disperze
zeinovych nanocastic a dospéli k zaveru, ze vykazuji Spatnou koloidni stabilitu, snadno

vytvareji agregaty a precipitaty ve formulacich, ¢imz ztraci svou funk¢nost.

Pfi vytvareni roztokl je dulezita volba jeho rozpoustédla i teplota. Po 6 mésicich bylo
zjisténo, e piipravené roztoky s obsahem zeinu X % a vice zacaly vytvaret gel. Cas
potiebny ke gelovaténi zavisi na koncentraci rozpoustédla (méné vody vede k pomalejsi
gelaci), teploté (vysSSi teploty podporuji gelaci), pH a mechanickych faktorech
podporujicich denaturaci proteinu. Vodné alkoholové disperze, obsahujici <10% zeinu,
geluji velmi pomalu, vétSina aplikaci zeinu vyZzaduje 20—40% koncentraci zeinu, aby doSlo

ke zgelovaténi do druhého dne (Shukla & Cheryan, 2001).

Roztoky se skoftici byly jiz od pocatku nestabilni, coZ se projevilo pfi vyrobé filma, které
byly velmi nehomogenni a s n¢kterymi neslo jiz dale pracovat a pfipravit z nich disky

na diskovou difuzni metodu.

6.2 Antimikrobialni a¢inky biopolymernich smési

V dalSi casti této prace byly zkoumany antimikrobialni ucinky piipravenych roztokt
a filmi na grampozitivni bakterii S. aureus, gramnegativni bakterii E. coli, kvasinku C.

parapsilosis a vlaknitou mikromycetu 4. niger.

6.2.1 Diskova difuzni metoda

Ptipravené roztoky byly testovany diskovou difiizni metodou. Ptipadné antimikrobidlni
ucinky se projevily jako inhibi¢ni zony, jejichz priméry byly meéteny vcetné diskda.
Pro relativizaci dat byly od naméfenych hodnot odecteny primeéry diskl a byla vypoctena

smérodatnd odchylka.

Velikosti inhibi¢nich zén a jejich smérodatné odchylky pro roztoky thymolu, tymidnu,
skofice a oregana u vSech pouzitych mikroorganisma byly zaznamenany do Tabulky 8, 9,
10, 11 a 12. Namé&fené velikosti inhibi¢nich zén u papirovych diskli o velikosti 6 mm s 2,
2,5 a 3% ptidavkem thymolu vriznych pomérech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1)

pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis a A. niger se nachdzi v Tabulce 8.
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Nejvétsi primérna velikost inhibicni zoény u bakterie S. aureus pii zkouSeni
antibakterialnich ucinka 2% thymolu s pomérem zeinu a chitosanu 7:1 byla 4,3 mm, u E.
coli byla zaznamenana u 3% thymolu v pomérech 1:0 a 20:1 - v obou pfipadech na 8,0
mm. U C. parapsilosis byla naméfena zéona 4,0 mm u roztoku thymolu 2,5% (1:0, 5:1)
a 3% (1:0, 20:1 a 7:1). Pti prvnim testovani v§ech roztokli thymolu nebyla namétena zadna
zona u plisn¢ 4. niger (Tabulka 9). Pfi testovani po 6 mésicich (Tabulka 13) doslo u 3%
roztokti thymolu (7:1 a 5:1) k naméfeni pfiblizn¢ stejnych hodnot inhibi¢nich zén (mirné
sniZzeni) u bakterii a kvasinky. Naproti tomu, coz lze povazovat za zajimavé, se u A. niger

velikost zony zvéEtsila na 1 mm.

Tabulka 8 Velikost inhibi¢nich z6n pro thymol

Vzorek zO6na zO6na z6na zona
v poméru Z:CH S. aureus E. Coli C. Parapsilosis A. Niger
[mm] [mm] [mm] [mm]
2% thymol 1:0 2,34+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

* zona —hodnoty v tabulce jsou jiz po odectu velikosti disku 6 mm.

Naméfené velikosti inhibi¢nich zoén u diskt s 2, 2,5 a 3% pifidavkem tymidnu v riznych
pomérech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis
a A. niger se nachazi v Tabulce 9. Nejvétsi priimérnou velikost inhibicni zony lze nalézt
u bakterie S. aureus po pouziti disku s 2,5 % tymianu v poméru 1:0 a 3% roztoku v poméru
5:1 na 2,5 mm. U bakterie E. coli byla zaznamenana nejvétsi inhibi¢ni zéna na 4,0 mm
u 2,5% tymianu v pomérech zein:chitosan 10:1 a 7:1 a 3% tymianu v pomérech 20:1, 10:1,
7:1 a 5:1. Nejvetsi zona pro kvasinku C. parapsilosis byla naméfena na 3,0 mm u 3%
tymianu (20:1). Pfi prvnim testovani (Tabulka 9) ani pfi testovani po 6 mésicich (Tabulka

12) roztokli tymidnu nebyla naméfena zadnad zona u plisné A. niger. Pfi testovani po 6
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meésicich (Tabulka 13) doslo u 3% roztokti tymianu (7:1 a 5:1) k naméfeni mirn¢ nizSich
hodnot inhibi¢nich zon u bakterii i kvasinky.
Ve studii Donaldsona et al. (2008), bylo zkouseno 14 esencialnich oleji véetné tymianu

a tureckého oregana vii¢i kvasince Candida albicans a bakterii S. aureus. VEtsi zony byly

vytvofeny u tymianu nez oregana. V nasem piipad¢ byly u tymidnu a oregana vysledky

v

Tabulka 9 Velikost inhibi¢nich z6n pro tymian

Vzorek zOona zOona zona zona

v poméru Z:CH S. aureus E. coli C. parapsilosis A. niger
2% tymian 1:0 1,0+0,1 2,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
2% tymian 20:1 1,0+0,1 2,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
2% tymian 10:1 1,0+0,1 2,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
2% tymiadn 7:1 1,0+0,1 2,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
2% tymidn 5:1 1,0+0,1 2,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
2,5% tymian 1:0 2,5+0,6 3,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
2,5% tymian 20:1 2,0+0,1 3,5+0,6 2,0+0,1 0,0+0,1
2,5% tymidn 10:1 2,0+0,1 4,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1
2,5% tymidn 7:1 1,0+0,1 4,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1
2,5% tymidn 5:1 1,0+0,1 3,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1
3% tymian 1:0 1,0+0,1 3,5+0,6 1,0+0,1 0,0+0,1
3% tymian 20:1 1,0+0,1 4,0+0,1 3,0+0,1 0,0+0,1
3% tymian 10:1 2,0+0,1 4,0+0,1 2,5+0,6 0,0+0,1
3% tymian 7:1 1,5+0,6 4,0+0,1 2,5+0,6 0,0+0,1
3% tymian 5:1 2,5+0,6 4,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1

* zona —hodnoty v tabulce jsou jiz po odectu velikosti disku 6 mm.

Namétené velikosti inhibi¢nich zon u diskl s 2, 2,5 a 3% ptidavkem skofice v riznych
pomeérech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis
a A. niger se nachdzi v Tabulce 10. Nejvétsi priimérnou velikost inhibi¢ni zony 1ze nalézt
u bakterie S. aureus po pouziti disku s 3% roztokem skotice v poméru 1:0 (10,5 mm). Také
u bakterie E. coli 1ze vidét, Ze nejvétsi zona byla naméfena u disku s pridavkem 3 %
skotice v pomérech 1:0 a 20:1 na 5,5 mm. Nejvétsi zona pro kvasinku C. parapsilosis byla
namétena na 4,50 mm u 3% skofice (10:1). Pro A. niger byla nejvétsi velikost inhibi¢ni
zony sledovana v 2,5% roztoku 5:1 (3,0 mm). Pfi prvnim testovani (Tabulka 10)
ani pii testovani po 6 mésicich (Tabulka 12) roztokii tymianu nebyla naméfena Zadna zona
u plisn€ A. niger. Pti testovani po 6 mé&sicich (Tabulka 12) doslo u 3% roztoki skofice (7:1

a 5:1) k vyraznému snizeni velikosti inhibi¢nich zon a to az o 9 mm u Staphylococcus
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aureus a k naméteni nizSich hodnot inhibi¢nich z6én u bakterie E. coli a kvasinky C.
parapsilosis. U plisn€ nebyly pozorovany zddné inhibi¢ni zény po 6 mési¢nim testovani.
Ve studii Mukhtar a Ghori (2012) byly zkoumany ucinky Cinnamomum zeylanicum
na bakterii E. coli, ve vodnych a ethanolickych roztocich pfi rtiznych koncentracich.
a v ethanolickém byla 8 mm, coz odpovidd naméfenym vysledkim pro 3% roztoky.

Lze usoudit, ze kombinace s biopolymery zlepsuje ti¢inky na bakterie.

Tabulka 10 Velikost inhibi¢nich zon pro skofici

Vzorek zO6na zona zona zona
v poméru Z:CH S. aureus E. coli C. parapsilosis A. niger
[mm] [mm] [mm] [mm]
2% skotice 1:0 0,0+0,1 2,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1
2% skoftice 20:1 0,0+0,1 3,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1
2% skoftice 10:1 0,0+0,1 3,0+0,1 2,0+0,1 0,0+0,1
2% skotice 7:1 0,0+0,1 3,0+0,1 1,5+0,6 0,0+0,1
2% skotice 5:1 0,0+0,1 2,5+0,6 0,0+0,1 0,0+0,1
2,5% skotice 1:0 5,5+0,6 3,0+0,1 4,0+0,1 2,0+0,1
2,5% skorice 20:1 7,5+0,6 5,0+0,1 3,0+0,1 1,5+0,6
2,5% skoftice 10:1 8,5+0,6 3,5+0,6 3,0+0,1 2,540,1
2,5% skoftice 7:1 0,0+0,1 4,0+0,1 3,0+0,1 2,840,3
2,5% skoftice 5:1 9,0+0,1 4,5+0,6 3,0+0,1 3,0+0,1
3% skoftice 1:0 10,5+0,6 5,5+0,6 2,5+0,6 1,5+0,6
3% skoftice 20:1 7,5+0,6 5,5+0,6 2,840,3 2,540,6
3% skoftice 10:1 10,0+1,0 4,5+0,6 4,5+0,6 2,0£1,0
3% skoftice 7:1 9,0+0,1 4,5+0,6 3,5+0,1 1,5+0,6
3% skoftice 5:1 8,5+0,6 4,5+0,6 3,0+0,1 1,0+0,1

* zona —hodnoty v tabulce jsou jiz po odectu velikosti disku 6 mm.

Namétené velikosti inhibinich zon u diskt s 2, 2,5 a 3% pfidavkem oregana v rliznych
pomeérech (1:0, 20:1, 10:1, 7:1, 5:1) pro mikroorganismy S. aureus, E. coli, C. parapsilosis
a A. niger se nachdzi v Tabulce 11. Nejvétsi prumérnd velikost inhibi¢ni zény byla
naméfena u bakterie S. aureus na 2,50 mm po pouziti diskt s 2,5% ptidavkem oregana
vpoméru 1:0 a 20:1 a u 3% roztoku oregana v poméru 7:1. Pro bakterii E. coli byla
naméfena nejvetsi inhibiéni zéna na 7,00 mm v piipadé roztoku s 3% oreganem (20:1)
au kvasinky C. parapsilosis na 2,50 mm u 3% oregana v poméru zein:chitosan 5:1.
Pfitestovani po 6 mésicich (Tabulka 12) doSlo u 3% roztokli oregana (7:1 a 5:1)
k mirnému zvySeni velikosti inhibicnich z6én u bakterii a kvasinek. U plisné 4. niger

nebyly pozorovany Zadné inhibi¢ni zony ani pii prvnim ani po 6 mési¢nim testovani.
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Extrakce oreganovych listt superkritickym CO;, byla provadéna za rGznych podminek
anasledn¢ zkouSena jejich antimikrobidlni aktivita ve studii Santoya et al (2006).
Antimikrobialni aktivita byla zkouméana metodou diskové diftize proti Sesti rGznym
mikrobidlnim druhiim, véetné¢ dvou grampozitivnich bakterii (S. aureus a Bacillus subtilis),
dvou gramnegativnich bakterii (Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa), kvasinky
(Candida albicans) a plisn¢ (4. niger). Vysusené rostlinné¢ extrakty nebo CcCisté latky
(standardy) byly rozpustény v ethanolu az do konecné koncentrace 40 mg/ml. Nejlépe
karvakrol piisobil na E. coli, nasledné na S. aureus, C. albicans a nejméné na A. niger,
coZ je srovnatelné s vysledky této prace. V nasem piipadé dokonce oregano nemélo zadny

vliv na A. niger (Santoyo et al., 2006).

Tabulka 11 Velikost inhibi¢nich zén pro oregano

Vzorek v poméru zO6na zO6na z6na zona
Z:CH S. aureus E. coli C. parapsilosis A. niger
[mml] [mml] [mml] [mml]
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

* zoéna —hodnoty v tabulce jsou jiZ po odectu velikosti disku 6 mm.

U roztokl bez aktivni latky byly u vSech zkoumanych mikroorganismli hodnoty velikosti
inhibi¢nich z6n nulové.

Z namétenych dat lze vyvodit, ze thymol, tymidn a oregano ve vysSich koncentracich
pusobily nejlépe na bakterii E. coli, ¢ili na bakterii gramnegativni. Disky s témito latkami
také plisobily na grampozitivni bakterii, ale v mensi mife. Tyto roztoky bohuzel nemély
prakticky zadny antimikrobialni u¢inek na pouzitou pliset. Roztok s 2% ptidavkem skofice
nemél Zadny vliv na bakterii S. aureus a plisent A. niger. Ve vyssich koncentracich vSak

na tyto zminéné mikroorganismy velmi dobte pisobil.
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Tabulka 12 Velikost inhibi¢nich zon aktivnich latek namétenych po 6 mésicich

Vzorek zona zona zona zona
v poméru Z:CH S. aureus E. coli C. parapsilosis A. niger
[mm] [mm] [mm] [mm]
3% thymol 5:1 2,5+0,6 6,0+0,1 3,540,6 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% tymian 5:1 1,0+0,1 3,0+0,1 1,0+0,1 0,0+0,1
3% tymian 7:1 2,0+0,1 3,540,6 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% skofice 5:1 0,0+0,1 1,0+0,1 3,0+0,1 0,0+0,1
3% skofice 7:1 0,0+0,1 1,0+0,1 3,5+0,6 0,0£0,1

* zéna —hodnoty v tabulce jsou jiz po odectu velikosti disku 6 mm

Obrazek 19 Inhibi¢ni zony jednotlivych mikroorganismi
(SA: S. aureus, EC: E. coli, CP: C. parapsilosis, AN: A.

niger)

Na Obrazku 19 jsou zobrazeny ilustra¢ni fotky z méfeni inhibi¢nich zon ptipravenych
roztokl u mikroorganismu S. aureus, E. coli, C. parapsilosis a A. niger.
6.2.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace thymolu

Z naméfenych dat optické denzity byly vytvofeny rlstové kiivky pro bakterie S. aureus

aE. coli sthymolem. Koncentrace pifi kterych byl zkoumdan inhibiéni ucinek 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 pg/ml, 625,0 pg/ml,
312,5 pg/ml, 156,3 pg/ml, 78,1 pg/ml, 39,1 pg/ml a 19,5 pg/ml. Pro ujisténi, Ze na rist
bakterii nema vliv absolutni ethanol byl testovan také Ucinek ethanolu. Ani nejvétsi
koncentrace ethanolu neméla zadny vliv na rast bakterie E. coli. Podobnych vysledkii bylo
dosazeno i u bakterie S. aureus, pouze nejvetsi koncentrace mirné¢ prodlouzila lag fazi

rustove kiivky.

Vsechny vzorky o koncentraci od 2,5 mg/ml do 19,5 pg/ml kopirovaly ristovou kiivku
bakterie E. coli (kontrola rastu bakterie). Vzorek o koncentraci 2,5 mg/ml mirné zbrzdil
rust bakterie (prodlouzil lag tazi). Koncentrace 5,0 mg/ml byla stanovena jako minimalni
inhibi¢ni koncentrace pro bakterii E. coli a u S. aureus byla 20,0 mg/ml. VSechny vyssi

koncentrace také prokazaly antibakterialni uCinek a kopirovaly kiivku pro 5,0 mg/ml.

Vsechny vzorky o koncentraci od 10,0 mg/ml do 19,5 pg/ml kopirovaly ristovou kiivku
bakterie S. aureus (kontrola ristu bakterie). Koncentrace 10,0 mg/ml a 156,3 pg/ml byla
schopna zbrzdit rast bakterie S. aureus o né€kolik hodin. Minimélni inhibi¢ni koncentrace
byla stanovena u S. aureus na 20,0 mg/ml. Koncentrace 40,0 mg/ml vykazovala takeé

inhibi¢ni G¢inky a kopirovala ki'ivku bakteie spolu s 20,0 mg/ml thymolu.

Pomoci mikrodilu¢ni metody byla zkoumana antimikrobidlni aktivita thymolu proti S.
aureus ATCC 68380 a E. coli ATCC 15221. Vysledky studie ukazaly, ze S. aureus se jevi
citlivéjsi (MIC:0,3 mg / ml) nez E. coli (MIC: 5,0 mg/ml) (Trombetta, 2005). V této studii
byla také stanovena MIC na 5 mg/ml u E. coli, ovsem odolnéjsi se jevil S. aureus (MIC 20
mg/ml. Rozdily mohou byt dany jednak rozdilnym slozenim roztoka ¢i pravdépodobnéji
jinymi kmeny bakterii. Wattanasatcha et al. (2012) testovali antimikrobialni aktivitu
thymolu 1 jinych éterickych latek proti S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922
a Pseudomonnas aeruginosa ATCC 9027. Aktivitu thymolu zkoumali i po enkapsulaci
do smési ethyl/methylcelulozy. Zjistili, Ze kdyz je kdyZz je thymol enkapsulovany, jeho
antibakteridlni aktivita je zpomalena ve srovndni s aktivitou volného thymolu
u Pseudomonnas aeruginosa, ovsem u S. aureus a E. coli rozdily nebyly. Lépe plisobi
na E.coli stejné jako v této studii s tim rozdilem, Ze jejich MIC jsou fadoveé nizsi E. coli 10

pg/mla S. aureus 156 pg/ml (Wattanasatcha et al., 2012).

6.2.3 Stanoveni ristovych krivek

Antibakterialni €¢inky vzorkl s 2% thymolem v pomérech zein:chitosan 1:0, 20:1, 10:1,

7:1 a 5:1 a bez aktivni latky ve stejnych pomérech byly stanoveny pomoci riistovych
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kiivek. Ruastova kiivka bez omezeni ma standardni faze, které se popisuji jako faze
adaptace (lag faze), faize zpomaleného rastu, exponencialni faze, faze zpomaleného ristu,

stacionarni faze a faze odumirani (Kapralek, 1986).

Pro lepsi ptehlednost byly do grafu vyneseny vzorky bez aktivni latky pouze v poméru 5:1,
protoze se da predpokladat, Zze diky moznym antibakterialnim ucinkt chitosanu, kterého je
v této smési nejvice, by mohlo dojit k zbrzdéni ristu bakterie E. coli. Tento predpoklad
nebyl potvrzen, jelikoz tento vzorek kopiroval zakladni ristovou kiivku E. coli. Vzorky

bez aktivni latky ve vSech ostatnich pomérech také kopirovaly ristovou kiivku bakterie.

Vsechny vzorky s 2% thymolem (Obrazek 20) vykazovaly inhibicni uCinky, nebyl

pozorovan zadny zékal, tudiz nebyl prokazan rust bakterie E. coli.
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Obrazek 20 Zavislost optické denzity na ase pro vzorky s riznym pomérem zeinu a
chitosanu u Escherichia coli

6.2.4 Antimikrobialni G¢inky filmi

Ptipravené filmy byly v podobé diski znich vyseknutych testovany diskovou difuzni
metodou. Pfipadné antimikrobidlni U¢inky se projevily jako inhibi¢ni zoény, jejichz
praméry byly méfeny vcetné diskid. Pro relativizaci dat byly od naméfenych hodnot
odecteny prumeéry disk a byla vypoctena smérodatna odchylka. Podatilo se odlit filmy
az s koncentraci zeinu 2 % a Vyééi. Filmy bylo mozné pouiit jen z plastovSIch Petriho
(sklo je polarni, plasty nepolarnl). Filmy skofice byly velmi nehomogenni a tudiz

nepouzitelné pro dal§i zkoumdni (Obrazek 21). Pro porovnani s roztoky byly odecteny
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velikosti filmu (u roztokd diskll). Oproti roztokiim byly inhibi¢ni zény u filmt mnohem
veétsi. Neni stoprocentné jisté, zdali jsou filmy vice u¢inné, jelikoz neni zaruc¢eno perfektné

homogenni rozliti filmt (Obrazek 21).

Obrazek 22 Inhibi¢ni zony filmil u jednotlivych mikroorganismi
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Na Obrazku 22 jsou zobrazeny ilustracni fotky filmi pii diskové difuzni metode

pro vSechny pouzité mikroorganismy.

Tabulka 13 Inhibi¢ni zony zeinchitosanovych filml u jednotlivych mikroorganismu

SloZeni filmu zOona z6na zona zona
S. aureus E. Coli | C. Parapsilosis | A. Niger
[mm] [mm] [mm] [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 53,542,5
2% Z:CH 7:1 + 3% tymian 9,3+0,5 13,7+0,5 7,5£1,6 41,5+6,5
2% Z:CH 5:1 + 3% tymian 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 8,710,5 13,3+0,5 14,0+1,1 40,0+4,0
2% Z:CH 7:1 + 1% skofice 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 tymian 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% tymian 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% skoftice 17,5+0,6 15,0+2,0 27,0+1,1 25,0+2,0
* zona —hodnoty v tabulce jsou jiz po odectu velikosti disku 9 mm.
Tabulka 14 Inhibicni zény filmti po 6 mésicich
SloZeni filmu z6na zOna z6na ZOna
S. aureus E. Coli | C. Parapsilosis | A. Niger
[mm] [mm] [mm] [mm]
2% Z:CH 7:1 + 3% tymian 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 21,043,1
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% skoftice 4,0+0,1 6,5+0,6 28,5+0,6 0,0+9,1
2% 7Z: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% tymian 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% skoftice 11,0+0,1 11,0+0,1 23,5+0,6 1,0£0,1

* zoéna —hodnoty v tabulce jsou jiz po odectu velikosti disku 9 mm.

V Tabulce 13 jsou naméfené inhibi¢ni zony a jejich smérodatné odchylky pro bakterie,

kvasinku a pliseil. Z naméfenych hodnot lze vyCist, ze nejvétsi zény, tudiz nejlepsi
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antimikrobialni uc¢inky byly pozorovany u filmua s pfidavkem thymolu na plisen 4. niger.
Inhibi¢ni zony nebyly sledovany u filmu s piidavkem 1 % skofice u plisné€, coz mize byt
zpusobeno nehomogennimi filmy, ptipadné takovato koncentrace skofice neni na zastaveni
rustu dostacujici. Thymol i oregano mély velmi dobré ucinky na kvasinku. V ptipadé
bakterii se neda fici, ze by ncktery zesencidlnich oleji mél vétsi vliv na jednu
nebo druhou. Na mikroorganismy nejméné pisobila 1% skofice a 3% hiebicek. Filmy
s 10% obsahem zeinu s ptidavkem oregana vykazovaly také mensi ucinky a v ptipadé 2%

tymianu dokonce nulové. Také filmy bez aktivni latky nevytvarely zadné inhibicni zony.

Kombinace chitosanu a esencialniho oleje vykazovala fungicidni U€inky proti Rhizopus
stolonifer a A. niger. Povlak téchto latek sniZil vyskyt prvnich znidmek cerné plisné
a m¢kké hniloby v uméle kontaminovanych plodech cherry rajéat béhem skladovani o 9
dnli, kdy na konci skladovani vykazovalo ovoce potazené vySS§i pevnost a niz$i ztratu
hmotnosti, zpomaleni poklesu lykopenu, kyseliny askorbové, citrénové, glukozy a fruktozy
(Barreto et al., 2016). Filmy na bazi pullulanu, u kterych byla zkoumana antimikrobidlni
aktivita mimo jiné i pro kmen S. aureus s ptidanim 3% (hm./obj.) koncentrace thymolu,

byla naméfena inhibi¢ni zéna 15,5 mm (Gniewosz & Synowiec, 2011).

V Tabulce 14 se nachdzi inhibi¢ni zony filmt testovanych po 6 mésicich, také zde lze
nejvetsi zony nalézt u plisné 4. niger po pouziti filma s thymolem. Skofice po 6 mésicich
nejlépe pusobi na kvasinku C. parapsilosis. Nejmensi ucinky vykazuji po 6 meésicich
tymian a oregano. Film s 1% skofice nejlépe plsobil na kvasinku, také vytvotil 2,5 mm
zonu u S. aureus ovSem ve studii zaméfené na piipravu filmu na bazi chitosanu
s ptidavkem EDTA byla u 1% skofice naméfena mnohem vétsi zona 92,1 mm (Singh et

al., 2012).

6.3 Uvoliiovani aktivni latky

Jednou z klicovych vlastnosti je 1 zajisténi schopnosti filmu udrzet v systému aktivni latku
a postupné ji uvoliiovat. Snahou bylo zjistit, zda se latka uvoliuje do roztoku a jestli
po uvolnéni v roztoku vykazuji filmy antimikrobidlni vlastnosti. Zda se, ze pomér
zein:chitosan (7:1, 5:1) nemél zadsadni vliv na antimikrobidlni Gc¢inky. Na obrazcich se
nachazi velikosti inhibi¢nich zén aktivnich latek o koncentraci 3 % u 2% zein-
chitosanovych filmi s pomérem zein:chitosan 7:1 a 5:1 v case pro jednotlivé
mikroorganismy (Obrazek 23, Ptiloha PI, PII). Krom¢ filmu s pomérem 7:1 u 4. niger byly

v Case nula nejvétsi zony naméfeny pro thymol. U plisné v tomto poméru byla nejvetsi
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zona vytvofena u tymianu. Naopak ve vsech jinych ptipadech nez AN 7:1 byly naméteny
v Case nula nejmensi inhibi¢ni zény pravé pro tymian. Po 24 hodinach byly ucinky filma

s tymidnem ve vSech piipadech nulové.

Z grafu lze vycist klesajici trend antibakteridlnich ucinkt (Obrazek 23, Ptiloha PIII).
S vyjimkou oregana byly vSechny vzorky na mikroorganismy po 24 hodinach netc¢inné.
Vzorky byly odebrany i po 5 a 12 dnech a naméteny ve vSech ptipadech nulové inhibi¢ni
zony. U kvasinky a plisné doslo v Case tfi hodiny k vytvotfeni vétsi zony nez v Case nula.
Tento vysledek je prikladan nedostatecné homogenizaci vzorkli a tudiz pravdépodobné
vétsi koncentraci ucinné latky v nékterych filmech. Mastromatteo et al. (2009) ve své
studii zjistili, Ze uvoliiovani thymolu ze zeinového filmu se sniZzovalo se zvétSuijici se
tloustkou. Li er al. (2012) zase uvadi, ze uvoliovani thymolu ze zeinového filmu
z nanocastic je dvoufazovy proces — kdy nejdiiv dojde k prudkému uvolnéni velkého

mnozstvi a poté se uvolnovani vyrazné zpomali.
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Obrazek 23 Velikost inhibi¢ni zony zeinchitosanového
filmu v poméru 7:1 u mikroorganismu Aspergillus niger

Obrazek 24 Velikost inhibi¢ni zony zeinchitosanového filmu s oreganem
v poméru 7:1 u mikroorganismu Aspergillus niger



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Lze vidét, ze vzorky pomérné rychle ztraci antibakteridlni U€inky (jiz po 24 hodinach).
Mohlo by se spekulovat o tom, Ze ztrata antibakteridlnich u¢inkt je spjata s tvarem filmu.
Film je pomérné tenky a ma velkou plochu coz umoziuje rychlou difuzi aktivnich latek
do roztoku. Z tohoto diivodu nemaji dlouhodobé vyuziti pro primyslové aplikace. Naopak
napiiklad enkapsulace esencidlnich oleji do zeinovych nanofilmi muize uvoliiovani

aktivnich latek vyrazné zpomalit (Parris et al., 2008).

V Ptiloze P III a na Obrazku 24 jsou fotky realnych filma odebranych v ¢ase pro jednotlivé
mikroorganismy. Na téchto obrazcich lze pozorovat, ze nejvetsi zony tvotila plisen
A. niger, dale pak, ze napt u oregana pisobi na mycelium plisné tak ze dochazi k jeho
zbéleni. Také zde lze vidét, ze ptipravené filmy si ne vzdy udrzi sviij tvar, coz mize byt
zpuisobeno nehomogenitou piipravenych filma, kterd se danym zpisobem pfipravy neda

vice zajistit.
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ZAVER

Prace byla zaméfena na vyrobeni biokompatibilni smési z biodegradovatelnych,
netoxickych  materiald. Byly pfipraveny tedy roztoky a filmy s riznymi
koncentracemi zeinu 0,5 %, 2 %, 5 % a 10 % a o rGznych pomérech zeinu a chitosanu
(1:0, 20:1, 10:1, 7:1 a 5:1). Do smési byly zakomponovany ¢tyfi aktivni latky (thymol,
tymian, oregano a skofice) také o riznych koncentracich (2 %, 2,5 % a 3 %). Nésledné
byly vizualné zhodnoceny, a zkoumany zakladni fyzikaIlné-chemické vlastnosti.

Bylo zjisténo, Ze smési bez aktivni latky a s nejvétsi koncentraci chitosanu vykazuji veétsi
stabilitu, nez vzorky, do kterych byly pfidany esencidlni oleje a thymol. Déle byl méfen
zeta potencial, pH a velikost ¢astic. U roztoki byla zkouSena antimikrobidlni aktivita vici
grampozitivni  bakterii Staphylococcus  aureus,  gramnegativni Escherichia  coli,
kvasince Candida parapsilosis a vlaknité mikromyceté Aspergillus niger pomoci diskové
difuzni metody a bylo zjiSténo, Ze 1épe piisobi roztoky ve vyssich koncentracich u thymolu,
tymidnu a oregana na gramnegativni bakterii. Naopak roztoky s vy$§im obsahem skofice
vytvaieli vétsi inhibi¢ni zény u grampozitivni bakterie a piisobili na rozdil od piedchozich
ina vldknitou mikromycetu. Také bylo provedeno testovani po 6 meésicich a naméfené
vysledky byly podobné. Kromé diskové difuzni metody byla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace pro bakterie u 2% thymolu. U gramnegativni doSlo k potlacni ristu
pii 5 mg/ml u grampozitivni az pti 20 mg/ml. Nakonec byly stanoveny riistové kiivky
roztoku s 0,5% zeinem ve vSech pomérech zeinu a chitosanu a s pfidavkem 2 % thymolu
1 bez n¢j. Po vyhodnoceni lze fici, Ze vSechny vzorky obsahujici 2% thymol vykazovaly
inhibi¢ni G¢inky.

V dalsi ¢asti prace byly vytvoreny filmy odlitim a ndslednym suSenim. Vyrobit se povedly
filmy s minimalnim obsahem zeinu 2 %. Takto pfipravené filmy byly podrobeny také
difuzni diskové metodé. Z vysledkti bylo patrné, ze filmy mély mnohem vétsi
antimikrobidlni  aktivitu a to predev§im u vldknité mikromycety Aspergillus
niger, na kterou roztoky vitbec netc¢inkovali. Nakonec byla provedena studie zamétena
na uvolilovani aktivnich latek v ¢ase. Vzorky byly odebirdny v ¢ase 0,3 ha 1, 5 a 12 dnt.
Vétsina vzorkl po 24 hodinach jiz nevykazovala zadné inhibi¢ni G¢inky.

V poslednich letech byla velkd pozornost zaméfena na vyzkum nakladové efektivnich
nahrad komoditnich plasti na bazi ropy biodegradabilnimi materidly nabizejicimi
konkurenceschopné mechanické vlastnosti. Biopolymery byly a jsou vtomto sméru

povazovany za nejslibné€jsi materialy. Obecné vSak vykazuji Spatné mechanické vlastnosti,
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co se tyce zpracovatelnosti a kone¢né pouziti, jelikoz kiehkost vykazovana béhem tvareni
za tepla miize omezit jejich potencidl pro aplikaci. Za Gcelem pfekondni tohoto problému
se pridavaji zm¢kéovadla, aby se zajistila nezbytna zpracovatelnost biopolymeri. Pouziti
ptirodnich a biologicky rozlozitelnych zmékcovadel s nizkou toxicitou a dobrou
kompatibilitou s nekolika plasty, pryskyficemi, kaucukem a elastomery jako ndhradou
za konvencni zmékcovadla, jako jsou ftalaty a jina syntetickd konvencni zmékcovadla,

pritahuji trh spolu s rostoucim celosvétovym trendem pouzivani biopolymert.
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KH,PO4
KCl
LET
MBC
MH
MIC
MPB

N>

NaCl
Na,HPO4
o/v

SA

SDS

Th

V/O

Aspergillus niger, A. niger

Kyselina octova ledova

Karboxylova skupina

Candida parapsilosis, C. parapsilosis
Escherichia coli, E. coli
Ethylendiamintetraoctova kyyselina

Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter
Kyselina chlorovodikova

Rtut’

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Chlorid draselny

Liposomalni enkapsulacni technologie
Minimalni baktericidni koncentrace
Miiller-Hinton

Minimdlni inhibi¢ni koncentrace
Masopeptonovy bujon

Dusik

Chlorid sodny

Hydrogenfosfore¢nan sodny

Olej ve vode

Staphylococcus aureus, S. aureus
Dodecylsulfat sodny

Thymol

Voda v oleji
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