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ABSTRAKT

Nahrada plastovych oballi alternativnim feSenim je aktualnim tématem feSenym na mnoha
vyzkumnych pracovistich po celém svéte. Tato prace se zabyba jednou z alternativ pouziti
smési zeinu a chitosanu. V teoretické casti byly blize specifikovany jaké latky se
pro piipravu jedlych obald pouzivaji a moznosti jejich budouciho vyuziti. V pratické ¢asti
byly piipraveny smeési zein-chitosanu s pifidavkem antioxidanti (kyselina citronova a
askorbova), nanocelulozy a esencidlnich oleji (skofice a tymian). Tyto roztoky byly
charakterizovany pomoci méteni viskozity a zeta potencidlu. Po aplikaci na jablka byla
provedena Siroka Skala testd jako ztrata vahy, textury, zmény pH, zména hnédnuti a
zaroven byla provedena mikrobiologicka analyza. Jako doplitkové métfeni byla provedena
senzorickd analyza. Bylo zjisténo, ze pfitomnost esencidlnich olejii a nanocelulézy ma
vyrazny vliv na zlepSeni trvanlivosti, snizeni ztraty vahy a textury. Naopak pfitomnost
antioxidantli prokazala, ze jejich pfitomnost ma vyrazny vliv na zpomaleni hnédnuti
jablicek a stabilitu hodnoty pH. Jelikoz samotné biopolymery jako zein a chitosan
nevykazuji dostate¢nou biologickou a mechanickou ochranu, pfidavek bioaktivnich latek
muze nedostaCujici vlastnosti napravit. Prace ukazala, ze ptidavek esencialnich olejii a

antioxidantli ma ptiznivy vliv na zlepSeni vlastnosti jedlych obald.

Klic¢ova slova: jedlé obaly, zein, chitosan, skofice, tymian, nanocelul6za, trvanlivost



ABSTRACT

The diploma thesis deals with the study of the extension of shelf life of coated apples with
various solutions based on zein-chitosan. The theoretical part was specified in more details
what substances are used for the preparation of edible packaging and the possibilities of
their future use. In the practical part, biopolymer mixtures of zein-chitosan were prepared
with the addition of antioxidants (citric and ascorbic acid), nanocellulose and essential oils
(cinnamon and thyme). The solutions were applied to red apples (Gala variety, Sampion)
and stored for 9. days at room temperature, where a wide range of tests such as weight loss,
texture, pH changes, browning changes and at the same time microbiological analysis was
performed. Among other things, the viscosity and zeta potential of the solutions alone were
measured. Sensory analysis was performed as an additional measurement. The presence of
essential oils and nanocellulose has been found to have a significant effect on improving
durability, reducing weight loss and texture. On the contrary, the presence of antioxidants
has shown that their presence has a significant effect on the slowing down of apple
browning and the stability of the pH value. As biopolymers such as zein and chitosan alone
do not show sufficient biological and mechanical protection, the addition of bioactive
substances can remedy insufficient properties. The work has shown that the addition of
essential oils and antioxidants has a positive effect on improving the properties of edible

packaging.

Keywords: edible coating, zein, chitosan, cinnamon, thyme, nanocellulose, durability
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UvVOD

O vyvoj jedlych obaloch v poslednych rokoch vzrastol velky zaujem. Je to predovsetkym
z dovodu ochrany nasho zivotného prostredia, ked’ze plasty a iné syntetické latky nemaji
negativny dopad len na Zivotné prostredie, ale aj ¢loveka samotného. Preto jedlé obaly
vzbudili velky zdujem, najmé vd’aka ich biodegrabilite a potencialnou moznost'ou nahrady
syntetickych materialov.

Tak ako syntetické obaly, ktoré sa vyrabaju zo syntetickych polymérov, tak na vyrobu
jedlych obalov sa pouzivaju polyméry. Tie sa ziskavaju ale z jedlych zdrojov, ktoré st pre
¢loveka netoxické. Tieto biopolyméry delime na polysacharidy, lipidy a proteiny. Tieto
latky tvoria v obaloch matricu apouzivaji sa bud’ samostatne, alebo sa navzijom
kombinuji. Okrem hlavnej matrice, sa do obalov pouzivaji aj iné latky, ktoré zlepSuju
vlastnosti samotného obalu. Medzi ne patria plastifikatory a bioaktivne latky.

Plastifikatory maju za tlohu zaistit' to, aby samotny obal nebol prili§ krehky. Bioaktivne
latky m6zu mat’ pre pouZzitie mnoho vyhod, ¢i uz je zlepSienie fyzikalnych, chemickych a
biologickych vlastnosti obalov, ako si spomalenie dozrievania, znizovanie straty vahy,
zmena farby, spomalenie mikrobiologickej kontaminécie, tak mézu mat’ aj z nutri¢ného
hl'adiska znacny vyznam pre ¢loveka. Vela bioaktivnych latok, napriklad ako esencidlne
oleje, maju v svojej chemickej Strukture zabudované prospesné latky ako vitaminy

a antioxidanty, ktoré v I'udskej strave nesmu chybat’.
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I. TEORETICKA CAST
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1 JEDLE OBALY

Zéaujem o jedlé obaly v poslednych rokoch vyrazne vstipol prave z dovodu udrzitelnosti,
biodegrabilitite a chcenosti o zniZenie znecistenia zivotného prostredia. Jedlé¢ obaly su
vyrabané najmé z netoxickych jedlych zloziek ako st polysacharidy, bielkoviny a tuky.
Latky sa mo6zu v obaloch pouZzivat samostatne, alebo mozu byt rdézne kombinované

z doévodu zvySovania ich efektivnosti a ochrany pre potravinu, ktora sa obal'uje.

Na vyrobu jedlych obalov sa pouzivaju suroviny, ktoré¢ sa izoluju z potravin a bezne
konzumujeme, a teda pre ¢loveka su netoxické. Hlavnymi zlozkami tychto polymérov su
proteiny, Skroby a gumy, ktoré¢ sa vicsinou ziskavaji z celuldézy. Okrem celulozy sa moézu

vyuzivat’ aj napriklad vosky a Zivice (Baldwin, ef al., 2012).

To, aky polymér sa na vyrobu obalov bude pouZzivat, zavisi aj od potraviny, ktord sa do nej
bude obal'ovat. Vlastnosti polymérov ma kazdy polymér iné. Polyméry, ktoré tvoria

matricu obalu, mézeme rozdelit’ na polysacharidové, proteinové a lipidové.

Napriklad polysacharidové obaly st hydrofilné, skvelo zabranuji vymene plynov
s vonkajSim prostredim, ale naopak radi nasavaji vlhkost. Naopak maju ale dobru
permeabilitu pre kyslik a oxid uhli¢ity a odolavaju migracii lipidov (Hassan et al., 2017).

Polysacharidy sa bezne vyuZzivaji pre vyrobu jedlych obalov a filmov, kedze su
bezfarebné, bezolejové a maji nizky obsah kaldrii. Polysacharidy maji vSestranné
vyuzitie, zarovenl st finan¢ne dostupné. Medzi sacharidové matrice patria derivaty
celulozy, derivaty Skrobu, chitosany, pektin, karagény, alginaty a gumy (Hassan et al.,

2017).

Proteinové matrice st ako polysacharidové taktieZ hydrofilné. Filmy a obaly tvorené
proteinmi su jedlé, biodegrabilné a su vynikajucou bariérou pre kyslik, oxid uhlicity a
lipidy, najmé pri nizkej relativnej vlhkosti. St ale citlivé na vodu, preto maji obmedzené
vlastnosti bariéry voci prieniku vodnej pary. Najviac vyuzivanych proteinov pre tvorbu
obalov a filmov st kaseiny, kolagény, zelatiny, glutény, srvatkové proteiny a zein

(Athanassiou, 2020).

Na zlepSenie bariéry filmov je mozné modifikovat’ sekundarne, tercidlne a kvartérne
Struktary tak, aby tvorili vhodné bariéry. Prave priepustnost vodnych par a kyslikova
priepustnost’ su va¢sinou vlastnost’ami, ktoré determinuji schopnost’ ochranit’ potravinu od

vonkajsieho prostredia (Gennadios, et al., 2002) (Zhang, et al., 2014).
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Tuky st latky, ktoré st nerozpustné vo vode a ziskavaju sa extrakciou pomocou
nepolarnych organickych rozpustadiel. Lipidy a vosky su viac permeabilné pre plyny, ale
tym, ze si hydrofobne, lepsie chrania produkt voci vyparovaniu vody. Tuky sa delia na dve
skupiny, tie ktoré sa daju hydrolyzovat — vosky a tie, ktoré¢ sa nedaju hydrolizovat'.
Lipidové obaly a filmy su zvycajne voskové, acylglycerolové, pripadne natery na baze
zivice (Mcmurry, 2011).

Filmy a obaly sa pouzivaji prevazne na ovocie a zeleninu, kde zvysuju lesk a zaroven
atraktivitu suroviny. Natery sa vyuzivajl aj v masnom priemysle na mrazené polotovary ¢i
chladené miso, kde chrania surovinu pred oxidaciou tuku.

Patria sem vosky ako karnaubské, kandelilové, ryzové, vcelie a vosky na baze ropy, ako

parafiny. Dalej oleje ako st kukuriéné, s6jové a palmové (Baldwin, et al., 2012).
1.1 Prisady na vyrobu obalov rastlinného povodu

1.1.1 PSeni¢ny lepok

PSeni¢ny lepok je globularny protein, ktory sa ziskava zo pSeni¢nej miky. Je nerozpustny
vo vode, no pri nizkom pH a nizkej i6novej sile mdéze byt rozpustny. Lepok mé skvelé

vlastnosti pri peceni, pretoze ma skvelu elasticitu a sudrznost’ (Krochta, 2002).

Skladé sa z dvoch hlavnych bielkovin - gliadan a glutenin. Prave filmy z gluteninu st silné
a tvoria skvelu bariéru proti strate pary. Gliadinové filmy vykazuji naopak lepSie optické
vlastnosti

Gluténové filmy su homogénne, transparentné, silné a tvoria skvelt bariéru proti strate
vody. Ovocie obalené v tomto filme ma predizena trvanlivost, pevnejsiu konzistenciu

a brani surovinu pred stratou vody (Wittaya, 2012).

1.1.2  Alginat

Alginat je polysacharid ziskavajuci sa z hnedej riasy (Paheophyceae). Ide o efektivny
biopolymér, ktory ma koloidné vlastnosti ako st zahustovanie, suspenzné formovanie,
tvorba gélu a zaroven zlepsSuje stabilitu. Ide o polymér 2 linedrnych polymérov kyseliny
uronovej (Huber, Embuscado, 2009).

Alginatové jedlé obaly su efektivne na rézne druhy ovocia. Dokdzu inhibovat’ tvorbu
etylénu, znizovat' stratu vahy, kyslosti apotlacaju zmeny textiry a farby. Zaroven

predlZzuju trvanlivost’ (Valero ef al., 2013).
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Alginat sédny v jednej $tudii bol pouzity na ¢eresne. Zivotnost’ Eeresni je priblizne 8 dni.
S alginatom s6dnym sa Zivotnost’ prediZila na 16 dni. Alginatové obaly sa v $tudii vyuzili
aj na platky jablka, ktoré boli skladované pri 5°C s 85% RH. Obaly boli efektivne proti
strate vody, proti strate textury a farbe (Olivas et al., 2007).

1.1.3 Celuléza

Celuléza (Obr. 1) je sucastou bunkovych stien rastlin a taktiez je sucastou podpornych
tkaniv rastlin. Ide o vyznamny stavebny homopolysacharid, ktory je tvoreny jednotkami D-
glukéza spojené PB-1,4 glykozidickymi vdzbami. Ziskava sa zroznych rastlin vratane

drevin (Sharma et al., 2018).

_ HO _
OrH
HO oH
0O
OH OH
HO/_ OH A

Obr. 1 Chemicka struktura celulozy (Merck, 2022)

Derivaty celulozy sa ziskavaji chemickou upravou cistej celulozy. VSeobecne derivaty
celulozy v jedlych obaloch st bez zapachu, bez chuti a st bezfarebné. Celuloza je vel'mi
hygroskopickd, preto nie je dobrou bariérou proti vodnej pare. Derivat
karboxymethylceluloza patri medzi sl'ubné derivaty, ktoré sa skladaji z 3 -D-glukézy a
B -D-gluko-pyranosyl-2-O-(karboxylmethyl)-monosoédnej; soli spojené cez [-1,4-
glykozidicku vizbu. Karboxymethylcelul6za bola v jednej $tadii pridané na platky jablka
spolu s kyselinou citréonovou, kedy doslo k predizeniu trvanlivosti, spomaleniu méknutiu a

vd’aka kyseline sa spomalilo aj hnednutie (Koushesh et al., 2016).
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1.1.4 Pektin

Pektin (Obr. 2) je vedl'aj$im produktom pri vyrobe $tiav ovocia ako su citrusy a jablka. Ide
o heteropolysacharid, ktory sa sklada z homopolymérnej jednotky kyseliny galaktaronove;j,
ktora je prepojend s kyselinou a-L-rhamnopyran6zou (Huber, Embuscado, 2009). Pektin
ma v potravinarstve Siroké vyuzitie, najmd pre jeho zelirujiice vlastnosti, ktoré sa

vyuzivaju pre vyrobu marmelad a Zelatin (Valdés et al., 2015).

Oligo-a-(1-3)-D-Arabinose branching cu,m-
o

CHOH o
CHOH o
Oligo- p-(1-4)-D-galactose branching
cupu cu;ou }_&\ cocu, oR
D
OH OH coon oH
a +1-4)-D -galaciuronic acid

Iﬂ-GaIactaadase ! 1

H

/ o -(1-2}L-rhamnose

Obr. 2 Pektin a pektinaza (Merck, 2022)

Vyuzitie pektinu sa naslo aj vjedlych obaloch a filmoch, kde zlepSuje vlastnosti a
predlZuje trvanlivost. Je dobrou bariérou proti prenosu plynov a vlhkosti. Tym, Ze je
skvelou bariérou proti migracii tukov, pouZziva sa preto pre potraviny, ktoré maju vysoky

obsah tukov (Athanassiou, 2020).

1.1.5 Skrob

Skrob (Obr. 3) je polysacharid zlozeny zpodjednotiek glukozy. Sklada sa z dvoch
typov — amylopektin a amyldza, ktoré st v rastlinach zastapené priblizne v pomere 80:20.
Amyloza je rozpustna vo vode, zatial' o amylopektin vo vode rozpustny nie je (Khan et

al., 2014).

HO HO

0 0
OH OH

- e Ot-H
HO OH OH

Obr. 3 Skrob (Merck, 2022)
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Pri tvorbe filmov a obalov je dolezité, z akej rastliny sa Skrob ziskava, ked’ze vlastnosti
obalu sa vyrazne liSia. (Khan et al., 2014) Napriklad kukuri¢ny Skrob mé oproti inym
skrobom vysoky obsah amyldzy, ¢o napomaha k men§iemu prepustaniu kyslika. Skrobové
filmy st malo odolné asi odolné voci vode. Tieto vlastnosti sa daji ale vylepsit’
hydrofilnym plastifikatorom. Skrobové obaly sa vyuZivaju ako sacky pre ovocie, zeleninu
a pecivo. Zo Skrobu sa okrem iného vyrabaju aj jedlé pribory ¢i taniere, ktorych vyuzitie

v dnesnej dobe stipa na popularite (Vodrazka, 1996).

1.1.6 Karagenan

Karagenany su sulfatové polysacharidy, ktoré sa ziskavaju z Cervenych rias, konkrétne
zich bunkovych stien. Ide o komplex minimalne piatich rozne vo vode rozpustnych
polymérov galaktézy. Pocas mierneho suSenia tvoria gely v pritomnosti monovalentnich
alebo divalentnych kationov soli, ¢o vedie ktvorbe trojrozmernej sieti tvorenej
polysacharidovymi dvojzavatnicami, ktora sa po odpareni rozpustadla stava pevnou

(Campo, et al., 2009).

St rozne druhy karagénov (Obr 4), od x, 1 a A, no najviac sa vyuZziva t-karagenan, pretoze

vytvdra Cire a elastické gély (Huber, Embuscado, 2009).

Karagenany sa pouzivaji v kombinacii s latkami ktoré spolu tvoria komplex, ktory
spomal’uje stratu vahy, konzistencie a zaroven aj zniZuje rychlost’ dychania a mikrobialny
rast. Karagenanové filmy sa pouzivaji bezne ako filmy pre zmrazené ¢i chladené
potraviny, ako st napriklad ryby. Vdaka filmu chrania senzorické vlastnosti a brania proti

oxidécii tukov (Athanassiou, 2020).
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Obr 4 «, 1a A — karagenan (Ruiter, Rudolph, 1997)
1.1.7 Zein

Zein sa skladd zo skupiny proteinov, ktoré si rozpustné v alkohole. Tie sa ziskavaju
z endospermu kukurice, kde st navzajom prepojené disulfidickymi vdzbami. Pri ziskavani
zeinu su tieto vézby Stiepené redukénymi ¢inidlami pocas extrakcie.

Zein sa sklada z troch proteinovych frakcii: a-zein, B-zein a y-zein. a-zein tvori priblizne
75-85 % celkového zeinu, B-zein 10-15 % a y-zein 5-10%. Tieto frakcie maju vysoky
obsah nepolarnych aminokyselin ako su leucin, alanin a prolin, ktoré sposobuju to, zZe je
zein nerozpustny vo vode.

Filmotvorné vlastnosti zeinu su zndme uz po staroc¢ia. Aj ked’ je protein, ma vel'mi skvelua
odolnost’ voc¢i vode. Zeinové filmy su krehké, o sa da vylepsit’ primieSanim napriklad
gluténom alebo sdjovym proteinom, ktoré jeho odolnost’ mézu zlepSovat. Je zaroven malo
odolny voci vlhkosti, o sa da zlepsit’ pridanim ilu (Baldwin, et al., 2012).

Vo viacerych $tadiach bol zein aplikovany na rdzne druhy ovocia a zeleniny, kde zein
oproti neobalenej suroviny predizil trvanlivost’ suroviny, spomalil stratu vahy, zmenu farby
a konzistencie (Athanassiou, 2020).

V stadii (Baysal et al., 2010) skimali antibakterialne a antioxida¢né vlastnosti zeinu na
marhuliach. Kvalita marhuli bola urdZzand po dobu 10 mesiacoch pri 5-20 °C. V §tadii

(Bai, et al., 2003) bol zein pouzity na celé jablka za cielom nahrady Selaku, ktory sa
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pouziva na potraviny pre vytvorenie lesklého efektu. Zein leskly efekt na jablkach
dosiahol, okrem iného prediZil aj trvanlivost’ a spomalil bunkové dychanie. V tadii (Gol,
et al, 2014) testovali 5% zeinu v kombinacii s 10% Zelatinou na mangu. Tato kombindcia
mala priaznivy vplyv na oddialenie zmien v ubytku hmotnosti, pH, titracnej kyslosti
a zmenu obsahu karotenoidov. Zaroven v porovnani s kontrolou, doslo k retencii kyseliny
askorbovej a prirodzenému obsahu fenolov. Celkovo zein so zelatinou spomalili
dozrievanie manga apredizili trvanlivost manga pocas skladovania. V §tadii
(Torun, Feramuz, 2022) testovali 20% zeinu na oSupanych struc¢ikov cesnaku, ktoré boli
monitorované pri 15 °C po dobu 45 dni. OSetrenie zeinom zachovalo farebné vlastnosti,
spomalilo stratu vahy a spomalilo stratu cukrov o dvakrat menej v porovnani s kontrolou.
Celkovo zeinom potiahnuté stridiky prediZilo skladovanie oproti kontrole az o 15 dni. Zein
je skvelo kompatibilny s inymi zlozkami, preto jeho nedostacujuce vlastnosti mozu byt
jednoducho posilené inymi funkénymi c¢inidlami s antioxida¢nymi alebo aromatickymi

vlastnost’ami (Shendurse, 2018).
1.2 Prisady na vyrobu obalov Zivoc¢isneho povodu

1.2.1 Mliecne bielkoviny

Kazeiny st hlavnymi proteinmi v mlieku. Maju taktieZ aj rozne formy, medzi ktoré patria
asi-, asz2-, B-, y- a k-kaseiny. Patria medzi fosfoproteiny, ktoré obsahujt priblizne 0,85%

fosforu (Krochta, 2002).

Alfa kazeiny tvoria flexibilné jedl¢ filmy s vysokym obsahom vody, dobrou
priepustnost’ou pre vodnl paru a malou priepustnostou pre plyny. Obsahuji nabité zvysky,
menej prolinu a hydrofobnych zvySkov. Beta kazeiny su naopak hydrofébne, vytvaraji
filmy s nizkou priepustnostou vodnej pary a nizkou priepustnostou pre plyny. Kappa

kazeiny maju stredna hydrofobnost’.

Kazeiny vyzrdzaji z mlieka pri pH 4,6 a teplote 20°C. VyzrdZané kazeiny sa dokazu
rozpustit’ neutralizaciou po pridani zasad, kedy vznikaju kazeinaty sodné alebo véapenaté.
Tieto druhy filmov maju dobri mechanickt pevnost, no maji nizku pruznost’ a su citlivé

na vlhkost’ (Shendurse, 2018).

Kazeiny vo filmoch boli aplikované na rdézne druhy zeleniny a ovocia, ako mrkva, cuketa,

jablka a zeler. Ich pridavkom dosSlo k poklesu straty vlhkosti a hodnoty priepustnosti
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kyslika. Zaroven mali skvely konzervac¢ny a antioxidacny i¢inok na jablkach a zemiakoch,

kde pomahaliju predchadzat’ hnednutiu (Krochta, 2002).

Dal$ou mlie¢nou bielkovinou vyuZzivanou v jedlych obaloch je srvatka. Srvatka obsahuje
priblizne 20% bielkovin v mlieku, je zlozena z a-laktalbuminu, B-laktoglobulinu, albuminu
hovidzieho séra, imunoglobulinu a prote6za-peptonu (Shendurse, 2018).

Srvatkové obaly su transparentné, flexibilné, bezfarebné, bez pachu. Su skvelou bariérou
proti prechodu kyslika a arémat z odvzdusia. V stadii Perez, et al, 2005 obalili Cerstvé
jablka do jedlého obalu obohatené prave o srvatku, kde doslo k spomaleniu enzymatického
nednutia. V §tadiu od Tzoumaki, et al., 2005 aplikovali srvatku na Sparglu a sledovali
parametre ako strata hmotnosti, textira, vzhl'ad a farba. Srvéatka mala pozitivny G¢inok
na zachovanie kvality.

Srvatka mo6Ze mat’ univerzalne vyuzitie aj u jedlych obalov. Mo6Ze sa vyuZivat’ ako nater
pre syry, mrazenych ¢i chladenych ryb. U ryb maju pozitivny ucinok pred prienikom
kyslika, ¢im sa srvatka pouziva ako prevencia neziaducej oxidacie lipidov (Shendurse,

2018).

1.2.2 Kolagén a Zelatina

Kolagén (Obr. 5) je sucast'ou koze, kosti, spojivovych tkaniv dobytka a prasiat, z coho sa
aj ziskava. Ide o fibrilarny protein, ktory sa sklada z 3 paralelnych a retazcov, ktoré
vytvaraju spolu trojvlaknovu Spiralovu Struktaru (Huber, Embuscado, 2009).

Kolagénové filmy maji skvelé mechanické vlastnosti a taktiez st skvelou bariérou proti
uniku kyslika. Kolagén sa vyuziva na obalenie klobasiek, ale aj inych masnych vyrobkov

(Haug, et al., 2004).
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Obr. 5 Struktura kolagénu (Walimbe, Panitch, 2020)

Zelatina (Obr. 6) obsahuje velké mnozstvo aminokyselin ako prolin, hydroxyprolin,
glycin. Ziskava sa z kolagénu a v potravindch ma Siroké vyuzitie, vratane vyroby filmov a
obalov. M4 dobru mechanicku stabilitu, silu a flexibilitu. Su ¢&ire, nepriepustné, ale st

senzitivne pre vodnu paru z prostredia (Wills, Golding, 2015).

0
=NH,
NH,
Ala Gly Pro  Arg Gly Glu  Hyp Gl Pro

Obr. 6 Zelatina (ResearchGate, 2022)

Zelatinové obaly sa vyuZivaju pre obalovanie masnych vyrobkov. Masné vyrobky chrania
pred stratou vody, redukuji zmeny farby a zaroven neovplyviiuji chut vyrobkov.
Brav€ova zelatina vie chranit’ tuk pred oxidaciou a taktiez stabilizuje farbu (Villegas, et al.,

2014).
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1.2.3 Produkty hmyzu (hodvabny fibroin, Selak, véeli vosk)

Hodvabny fibroin (Obr. 7) sa vyrdba extrahovanim z hodvabnych zamotkov
produkovanych priadkou morusovou. Surovy hodvab sa skladd z dvoch paralelnych
fibroinovych filamentov, ktoré drzia spolu s vrstvou sericinu, ktory sa pri vyrobe fibroinu
odstraniuje. Hodvéabny fibroin ma vysokti molekularnu hmotnost’ a sklada sa z dvoch
retazcov — H (heavy) a L (light), ktoré su spojené disulfidickou vézbou. H retazec je
bohaty na glycin a obsahuje hydrofobne opakujuce jednotky, ktoré si schopné tvorit’ B-list
krystaly, co dava proteinu vynikajice mechanické vlastnosti a flexibilitu. L retazec je

hydrofilny, amorfny a elasticky (Koh, et al., 2015).

Fibroin ma vsSestranné vyuzitie, tym, Ze je polymorfny, dokdze sa kontrolovanym
procesom menit’ na r6zne formy, ¢im sa da zvysit’ hodnota B-list krystalov, ¢o vo vysledku
znamena, ze sa znizuje priepustnost’ pre kyslik a vodnua paru (Kim, et al., 2015). V Marelli
et al., 2016 aplikovali fibroin na jahody a banany, ktoré skladovali pri 22°C s 38%
relativnou vlhkostou. V obidvoch pripadoch doslo k prediZeniu trvanlivosti, zniZeniu
straty hmotnosti, zniZzenie priepustnosti kyslika, uniku vodnych par a taktiez to spomalilo

proces straty farby a straty konzistenie.
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Obr. 7 Hodvabny fibroin (Science direct, 2022)

Selak sa ziskava zo sekrétu hmyzu Laccifer lacca. Selak ma viestranné vyuzitie,dobre sa
rozpusta v alkoholoch a alkalickych roztokoch. Je kompatibilny s vd¢Sinou voskov, ¢im
dosahuje vyssi lesk. Selakom sa bezne potahuje ovocie a cukrovinky obalené v dokolade.
Selak na ovoci napomaha k atraktivnejiiemu vzladu pre konzumenta, ale zarovei

predlzuje trvanlivost’ a znizuje ibytok hmotnosti (Athanassiou, 2020) (Jinji, et al, 2021).
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Vceli vosk je mix uhlovodikov, alkoholov, tukov a esterov. Vceli vosk ma skvelé
viskoelastické vlastnosti. Teplota topenia je 60°C. Vceli vosk sa mieSa s inymi
polysacharidmi a proteinmi, do ktor¢ho sa mieSa ovocie a zelenina, ¢o sluzi ako

prostriedok konzervacie (Athanassiou, 2020).

1.2.4 Chitosan

Chitosan (Obr. 8) sa vyraba z chitinu, ktory je druhym najviac zastipenym polysacharidom
v prirode, hned’ po celuldze. Ide o deacetylovany derivat chitinu. Chitosan je netoxicky,
biologicky kompatibilny a obsahuje reaktivne skupiny, ktoré inhibuju radu baktérii a hub.
Aj napriek tomu, ze chitin samotny nie je rozpustny vo vicsine organickych rozpustadiel,

chitosan je naopak rozpustny v zredenych roztokoch kyselin (Harish et al., 2007).

HO
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Obr. 8 Chitosan (Merck, 2022)

Zdrojom chitinu, z ktorych sa neskor ziskava chitosin, s morské Zivocichy ako krevety,
humry, krabi a korySe. Okrem morskych Zivo€ichov mézu byt zdrojom chitosdnu aj
plesne, konkrétne Mucoromycota, ktory ma Specialnu Struktiru bunkovej steny a dokaze
syntetizovat’ chitosddn deacetylaciou chitinu. Tato plesenl je jedna z mala, ktora dokdze
syntetizovat’ chitosan v rozmedzi 1-10% suchej vahy na bunku. Medzi snubnych
producentov chitinu patria plesne aj ako Mucorales, Mucor, Absidia, Rhizopus,
Cunninghamella, Phycomyces. Chitosén z plesni ma oproti tomu ziskavaného z morskych
7ivo¢ichov homogénnu dizku polyméru, vysoky stupeit deacetylacie aje rozpustny.
Zaroven aj vyroba nie je zavisla od ro¢ného obdobia a je SetrnejSia k zivotnému prostrediu,

ked'Ze sa vyrdba menej odpadu a pouziva menej chemikalii (Dzurendova, et al., 2022).
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Tab. 1 Moznosti aplikacie chitosanu

Potravina

Benefity

Paprika, uhorka

Spomalenie bunkového
dychania, straty farby,
vidnutie a zniZenie

plesiiovych infekcii

(Ghaouth, et al., 1991)

vlastnosti (Listeria

monocytogenes)

Jahody Spomalenie hnitia (Jiang, Li, 2001)
Paradajky Spomalenie zrenie | (Ghaouth, ef al., 1992)
a prediZenie Zivotnosti
Mrkva LepSie zachovanie farby, | Pushkala, ef al., 2012

zlepSenie senzorickej
a mikrobialnej kvality
Cheddar ZlepSenie antibakteridlnych | (Cui, ef al., 2016)

Chitosanové obaly jednoznacne ukézali, Ze chrdnia potravinu pred stratou vlhkosti,

spomal’uji zmeny farieb, zvySuji antioxida¢nu aktivitu a taktiez maju aj antimikrobidlne

vlastnosti (Tab. 1). M6Zu sa vyuzivat’ na viaceré potravinarske komodity, okrem ovocia

a zeleniny sa vyuZivaju aj na obalenie vysokoto¢nych masnych vyrobkov, syrov a orechov.

Tym, Ze zvySuji antioxidanu aktivitu, maji skveli bariéru proti prechodu kyslika

a vlhkosti a tym dokazu ochranit’ tuky pred neziaducou oxidaciou (Baldwin, ef al., 2012).
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2 BIOAKTIVNE LATKY

Okrem zmienenych polymérov, ktoré tvoria matricu obalu, sa mdézu pouzivat aj iné
prisady, ktor¢ bud vylepSuju alebo modifikuji funkciu matrice (plastifikatory,
emulzifikatory) alebo bioaktivne latky, ktoré vylepsuju kvalitu, stabilitu a bezpecnost’

balenych potravin.

Bioaktivne latky st extra nutricné zlozky, ktoré sa v malych mnoZstvach nachadzaju
prirodzene v potravindch. Bezne sa najdu v niekol’kych druhov rastlin, zvierat,
morskychzivocichov a mikroorganizmoch, z ktorych sa mézu ziskavat’ extrakciou ¢i inymi
biotechnologickymi metdédami. Extrahované zluceniny mézu byt zaclenené na vyrobu
novych funkénich potravin, &im sa prediZi ich trvanlivost a nutriéna kvalita. Medzi
najpouzivanejSie bioaktivne zliCeniny patria antioxidanty, antimikrobidlne latky a
probiotikd (Quir6s-Sauceda, et al, 2014).

Zaclenenie bioaktivnych latok ma pozitivne Gi¢inky na prediZenie trvanlivosti a nutriénich
vlastnosti potravin, no mézu mat’ aj svoje nevyhody, ako napriklad nechutenstvo, no mézu
aj negativne interagovat’ s inymi zlozkami v potravinovej matrici, o moze viest’ k strate

kvality potravinovych produktov (Thi-Nga, 2021).

2.1 Antioxidanty

Antioxidanty st molekuly, ktoré pomahaji proti Skodlivym tG¢inkom volnych radikalov,
ktor¢ maji pre l'udské zdravie a spracovanie potravin mnoho benefitov. Medzi zdroje
antioxidantov patria bezne dostupné suroviny ako ovocie, zelenina, olejnaté semena,
obilniny ¢i bylinky. Konkrétne zdroje antioxidantov su latky ako kyselina askorbova,
kyselina citronovd, karotenoidy, flavonoidy a fenolické latky. Okrem tychto prirodnych
zdrojov sa moZu v potravinach pouzivat’ aj syntetické antioxidanty, konkrétne butylovany
hydroxyanizol, butylovany hydroxytoluén, propylgalat, oktylgalat, dodecylgalat,
etoxychin, askorbylpalmitat a terciarny butylhydrochinon (Brewer, 2011).

Antioxidanty maju pre potravindrske ucely rozne pozitivne benefity, ¢o sa tyka k ochrany
potravin proti Gi¢inkom volnych radikélov, ako aj k prediZeniu ich trvanlivosti. Na druhej
strane ich funk¢nost’ je zna¢ne obmedzend. VicsSina z nich su nachylné na vysoku teplotu

a svetlo, vysoku prchavost’, obmedzenu rozpustnost’ ¢i neprijemnu chut’ (Thi-Nga, 2021).

Hlavnymi antioxidantami su fenoly, ktoré mézu byt rozdelené do 4 hlavnych skupin, a to

su fenolové kyseliny, kde patria kyseliny ako gélova, kofeinova a rozmarinova. Potom
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fenolové diterpény, kde patri karnosol a karnosolova kyselina. Flavonoidy, kde patria
kvercetin a katechin a poslednou skupinou st prchavé oleje, medzi ktoré patria eugenol,

thymol a mentol (Brewer, 2011).

Castymi zdrojmi prirodnych antioxidantov, ktoré sa vyuzivaji pre vyrobu jedlych obalov
a filmov st vécsinou bylinky, ktoré bezne v kuchyni pouzivame na dochucovanie. Tie sa

mozu pouzivat’ bud’ vo forme extraktov alebo esencialnych olejov.

2.1.1 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova (Obr. 9), inak aj vitamin C, patri medzi organické zluCeniny,
konkrétne derivaty glukozy, ktord je rozpustna vo vode. Kyselina askorbova je skvelym
antioxidantom a stabilizatorom, pontka 4 —OH skupiny, ktoré moézu darovat vodik
do oxidaéného systému. Okrem iného, vitamin C napomaha stabilizovat’ vitaminy E a A

(Varvara, et al, 2016).

V jedlych obaloch a filmoch sa kyselina askorbova vyuziva najmi pre jej antibrowning
vlastnosti, teda potlacuje hnednutie napriklad nakrajaného ovocia, predlzuje trvanlivost

a napomaha udrziavat’ farbu (Quirds-Sauceda, et al, 2014).

HO  OH
H ==
HO o =0
HO
Obr. 9 Vitamin C (Merck, 2022)
2.1.2 «a-Tokoferol (Vitamin E)

a-Tokoferol (Obr. 10) patri medzi vitaminy rozpustné v tukoch a nachiddza sa prevazne
v listoch rastlin, konkrétne v chloroplastovych obaloch a tylakoidnych membranach
v blizkosti fosfolipidov. Okrem oxidacie tukov, a-Tokoferol chrani pred oxidaciou aj
bielkoviny, napriklad ako o-aminoadipového semialdehydu a y-glutdmového

semialdehydu z oxidovanych myofibrilayrnych proteinov (Lund, et a/, 2011).
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HaC

Obr. 10 a-Tokoferol (Merck, 2022)

2.1.3 Cajové extrakty

Caj je jeden z najpopularnejsich napojov pre jeho prijemnni chut’ a zdravotné benefity. Caj

ma skvelé antioxidacné vlastnosti najméd vd’aka obsiahnutym katechinom, theaflavinom,

thearubiginom a flavonolom (Tab. 2). Cajové listy vykazuju vysoku schopnost’ zachytavat

vol'né radikaly (Thi-Nga, 2021).

Tab. 2 MozZnosti aplikacie extraktov z ¢aju ((Brewer, 2011), (Thi-Nga, 2021)

Typ ¢aju Biopolymérna Vlastnosti
matrica
Zeleny ¢aj Chitosan ZlepSenie mechanickej bariéry a bariéry
proti odparovaniu vodnej pary, zvySenie
fenolického obsahu a antioxida¢nej aktivity
Skrob zemiakovy Zvysend ochrana proti oxidacii lipidov,
zvySend stabilita farby (u Cerstvého
hovddzieho misa), zvySend rychlost
priepustnosti vodnej pary, zvySena pruznost’
Alginat Zvysenie antioxidacnej aktivity, zvySenie
vodnej bariéry
Zeleny a Cierny ¢aj | Chitosan Zvysenie bariéry proti odpareniu vodnej
pary, zvysenie antioxida¢nych vlastnosti
Zeleny, ¢ierny | Obilny protein Zvysena protekcia voci oxidacii lipidov na

a oolong ¢aj

Cerstvo skladovanom bravéovom méise (10

dni, 4°C)
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Extistuji 3 druhy ¢ajov: Cierny, zeleny a oolong, ktoré vznikaju réznymi technologickymi
procesmi. Zeleny ¢aj ma najvyssi obsah fenolov, z ¢oho 94% st flavonoidy. Oolong ¢aj
obsahuje priblizne 18% fenolov a 4,4% flavonoidov. Cierny ¢aj predovsetkym je v popredi
za ostatnymi ¢ajmi v obsahu theaflavinov a thearubuginov. Okrem spominanych obsahuje

aj kyseliny chlorogénne, kdvové, kyselinu p-kumarovu a chinova (Brewer, 2011).

Cajové extrakty predstavuju atraktivny zdroj antioxidantov, ktoré je mozné pouzit
v oblasti jedlych obalov. Rozne extrakty, ¢i ich kombinacia, boli zavedené do r6znych

biopolymérnych matric ako su chitosan, Skrob, alginat a Zelatina (Brewer, 2011).

2.1.4 Ovocné semena

Zaujimavym zdrojom antioxidantov su ovocné semend, vedlajSie produkty
potravinarskeho priemyslu. Semena z hrozna, grapefruitu, manga akory granatového
jablka st bohaté na biologicky aktivne latky, najméa antioxidanty (Tab. 3). Semena z ovocia
obsahuju velké mnozstvo fenolovych zlucenin ako su katechiny, epikatechiny, galaty,
kvercetin a kyselina galova. Okrem toho obsahuju aj vyznamné mnozstvo prokyanidunu,

luteinu, zeaxtantinu, kryptoxantinu, B-karoténu a a-tokoferolu (Thi-Nga, 2021).

Tab. 3 MozZnosti aplikacie ovocnych semien (Thi-Nga, 2021)

Typ semena Biopolymérna Vlastnosti
matrica
Hrozno Agar ZlepSenie farby, UV bariéry, obsahu
vlhkosti, rozpustnosti \( vode

a priepustnosti vodnych par, povrchoveé

napitie a flexibilitu

Chitosan ZlepSuje priepustnost’ vodnej pary, zlepSuje
zmacavost’ povrchu, zvysuje celkovy obsah
fenolu a antioxidacnej aktivity, zniZuje

pevnost’ v tahu

Grepfruit a zeleny | Zelatina Zvysenie antioxidacnej aktivity
¢aj
Kora z granatového | Chitosan Zvysenie UV bariéry, zvySenie ochrany

jablka proti vlhkosti, zniZena vodna priepustnost’,
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2.2 Antimikrobialne liatky pouzivané v jedlych filmoch a obaloch

V prirode existuje velké mnozstvo roznych antimikrobialnych zlucenin, ktoré zohravaju

doélezitt ulohu v obrane proti vSetkym druhom zivych mikroorganizmov.

Na mikroorganizmus antimikrobidlne latky pdsobia dvomi sposobmi, mikrobiostaticky,
teda ich rast a rozmnozovanie pozastavuju, alebo mikrobiocidne, priamo ich usmrcuju.
Okrem iného zavisi aj, na aky organizmus posobia. Podl'a toho sa delia na bakteriocidné ¢i

bakteriostatické, a u kvasiniek ¢i plesni st to fungistatické alebo fungicidne.

Medzi latky, ktoré sa vyuzivaji do jedlych obalov a filmov a s zéroven aj konzervaéné
latky, radime najmid benzoaty, propiondty, sorbany, parabény, organické kyseliny,
baktériociny ale aj prirodné konzervacné latky ako éterické oleje alyzozym

(Quirés-Sauceda, et al, 2014).

2.2.1 Konzervacné latky

Kyselina benzoova (Obr. 11) abenzoaty st vel'mi Casto vyuZivanymi konzervacnymi
latkami v potravinach, tym su aj bezpecné pre vyuzitie. Inhibuju rast patogénov, plesni

a kvasiniek.

O
OH

Obr. 11 Kyselina benzoova (Merck, 2022)

Benzoat sodny je najviac vyuZzivany v jedlych obaloch pretoZe je rozpustny vo viacerych
filmoch a obalov a zostdva aktivny aj po rozpusteni. Jeho antimikrobiilna aktivita je
zavisla na hodnote pH, najviac aktivny je v nedisociovanej forme, co sa deje v pH okolo 4.
Dobrymi matricami st metylcelul6za, chitosan ¢i kolagénové filmy, ktoré maju relativne
nizke pH. Obaly s touto konzervacnou latkou st vhodné pre potraviny, ktoré sii mierne

kyslé ako syry a fermentované mastné vyrobky (Cagri, et al, 2003).
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Sorban draselny (Obr. 12) je konzervacna latka, ktora je rozpustnd vo vode. Sorbitan
draselny ma vysoku antimikrobidlnu aktivitu pri nizkom pH na Siroku Skalu
mikroorganizmov a hoc je aktivny pri nizkom pH, v jedlych obaloch je najaktivnejsi pri
pH 6. Najviac sa pridava do obalov polysacharidovych alebo proteinovych, ako

metylceluloza, srvatka a chitosan (Cagri, et al, 2003) (Mehyar, et al, 2011).

O

Hsc/\/\)J\OK

Obr. 12 Sorban draselny (Merck, 2022)
2.2.2 Organické kyseliny

Kyselina propionova (Obr. 13) je monokarboxylova kyselina, ktora sa biologickou cestou
vytvara ako produkt anaerobého metabolizmu baktierie rodu Propionibacterium
(PubChem, 2022). Svajéiarsky syr obsahuje prave 1% kyseliny propionovej, ktoré dodava
syru charakteristickii chut’ a voiu. Funguje ako aj prevencia voci neziadiicim plesniam.

Produkuje ju Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii.

Antimikrobidlna aktivita zavisi na hodnote pH, kde v nedisociovanej forme ma 45x vyssiu
ucinnost, ako vo forme disociovanej. Najefektivnejsi je v kyslych pH, teda vo filmoch
bohaté na chitosan a kolagén. Spolu inhibuju Siroku Skélu plesni a kvasiniek, no aj niektoré

druhy baktérii (Cagri, ef al, 2003).

0
HSC\)J\OH

Obr. 13 Kyselina propionova (Merck, 2022)

Kyselina octova (Obr. 14) je produkovana baktériami rodu Acetobacter, a kyselina a jej
soli st aktivne voci Sirokej Skale patogénnych mikroorganizmov. Kyselina octova sa moze
vyuzivat do obalov a filmov bohaté na chitosan, alginat a kolagén. Aktivita kyseliny
octovej mdze byt navySend pridanim inych organickych kyselin ako kyseliny benzoova,

sorbitova(Cagri, et al, 2003).
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Obr. 14 Kyselina octova (Merck, 2022)

DL-Kyselina mlie¢naje racemicky izomér, ktory je produktom fermentacie pyruatu
viacerych baktérii mlie¢neho kvasenia, prirodzene teda vznikd v Sirokej Skale
fermentovanych vyrobkov. Ide o bezfarebnu az ZIta sirupoviti kvapalinu bez zépachu.
Okrem toho, Ze je produktom fermentdcie ateda sa nachddza v rade fermentovanych
produktov, do potravin sa priddva aj zvlast, napriklad ako konzervant. Konkrétne sa
vyuziva ako antimikrobidlna latka v mésiarenskom priemysle, kde sa pouziva
na povrchové oSetrenie pokozky mésa. Ako aj ostatné organické kyseliny, tak aj tato sa

vyuziva vo filmoch chitosanovych a kolagénovych (PubChem, 2022) (Cagri, et al, 2003).

2.2.3 Bakteriociny

Nizin je protein z 34 aminokyselin, ktory je produktom fermentacie urcitych kultar kmena
Lactococcus lactis. Mé 1inhibi€né vlastnosti voci Sirokému spektru grampozitivnych
baktérii, vratane Listeria monocytogenes. V kombinacii s chelataénym c¢inidlom je aktivny
aj proti niektorym gramnegativnym baktéridm. Nizin je jeden znajviac vyuZivanych
bakteriocinov pre vyrobu jedlych obalov, pouziva sa najmi do proteinovych obalov ako st

srvatka, pSeni¢né proteiny ¢i sdjové proteiny (Cagri, ef al, 2003) (O'Keeffe, Hill, 1999).

Pediocin je bielkovinovy bakteriocin produktovany Pediococcus acidilactici. M4 zke
spektrum zabijania a st toxické len pre niektoré baktérie, ktoré suvisia s produktnym

kmenom (Cagri, et al/, 2003) (O’Keefte, Hill, 1999).

2.2.4 Esencialne oleje, bylinky a korenie

Esencidlne oleje st nositelom vone, ardma a chuti byliniek a korenia. Ziskavaju sa
zréznych Casti rastlin pomocou extrakcie alebo destilacie organickymi rozpusStadlami,
alebo superkritickou extrakciou za pouzitia oxidu uhli¢itého. VacSina esencialnych olejov

ma okrem antimikrobialnych ucinkov aj antioxidacné. (Tab. 4)
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Filmy a obaly obsahujuce esencialne oleje, ktoré su rozpustné v etanole. Maju znacnu
aktivitu voci baktériam, plesniam a kvasinkdm. Antimikrobidlna Gc¢innost’ esencidlnych
olejov je uz znama po starocia, no vyuzitie v potravinach je limitované prave ich silnou

aromou (Brewer, 2011) (Sharma, et. al, 2021).

Tab. 4 Vyznamn¢ antimikrobidlne zlozky esenciélnich olejov (Brewer, 2011)

Olej Hlavna zlozka Antimikrobiidlne vlastnosti

Skorica Trans-cinnamaldehyd Patogénne baktérie, Fusarium, Aspergillus

Klincek Eugenol Patogénne baktérie, Aspergillus

Koriander Linalool Patogénne baktérie, Saccharomyces

Eukalyptus | Eucalyptol Patogénne baktérie, Saccharomyces,
Candida

Citron Limonén, ocimén Patogénne baktérie, Aspergillus, Penicillium

Oregano Tymol, karvakol Patogénne baktérie, Fusarium, Botrytis,
Saccharomyces, Candida(Sakkas,
Papadopoulou, 2017)

Tymian Tymol Patogénne baktérie, Aspergillus,
Saccharomyces(Sakkas, Papadopoulou,
2017)

Kora skorice obsahuje vel'ké mnozstvo antioxidantov, ako su fenolové kyseliny: kyselina

vanilova, kdvova, galova, kyselina benzoova, benzaldehyd, kyselina arova.

Skorica (Cinnamonum zeylanicum) ma antimikrobialne uéinky proti takmer vsetkym
potravinami prenadanymi mikrébami (Tab. 5). Skorica obsahuje eugenol, cinnamaldehyd,
kyselinu benzoovu, benzaladehyd, cinnamyl acetat a kyselinu Skoricovi. Kombinacia
tychto latok ma pozitivne inhibi¢né ucinky. NajvdcSie inihibi€né ucinky ma
cinnamaldehyd, aromaticky aldehyd, ktory inhibuje aminokyselinovi dekarboxyldzova
aktivitu, ¢o pomaha inhibovat viaceré patogénne mikroorganizmy. Skoricova koéra
obsahuje priblizne 50,5% cinnamaldehydu, ktory je vysoko elektronegativny. Takéto
elektronegativne zluCeniny zasahuju do biologickych procesov zahfiiujicich prenos
elektronov a reaguju so zlozkami aminokyselin ¢i nukleovych kyselin, ¢im inhibuji rast
mikrooganizmov. Skoricové silice majii zaroven fungicidne a fungistatické uéinky proti

Sirokej rade hub a kvasiniek (Gupta, et a/, 2008) (Brewer, 2011).
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Tab. 5 Zéna inhibicie (mm) Skoricového oleja a extraktu proti baktériam a hubam na
Mueller-Hinton agare(Gupta, ef al, 2008)

Mikrooganizmus Skoricovy Skoricovy Pozitivna
extrakt olej kontrola
Bacillus sp. 14 14 14
Staphylococcus aureus 16 20 17
Listeria monocytogenes 10 18 12
Micrococcus luteus 15 18 14
Escherichia coli 11 16 12
Klebsiella sp. 11 14 12
Pseudomonas aeruginosa | 0 16 11
Aspergillus sp. 10 24 16
Penicillium sp. 35 35 32
Rhizopus sp. 0 26 18
Rhizomucor sp. 10 40 20

*Negativna kontrola je vzdy 0 mm. Negativna kontrola — dimethylsulfooxid. Pozitivna kontrola — propionat sodny

Tymidn (Thymus vulgaris) je jeden z najviac komercne vyradbanych esencialnych olejov,
kedZze je vyuzivany ako prirodny konzervant v potravinarstve pre svoje antioxidacné,
antibakteridlne a antifungicidne u¢inky. Taktiez sa vyuziva pre svoje aréma, pre vyrobu
viacerych néapojov a pokrmov, ale svoje vyuzitie mé napriklad aj pre vyrobu pletovej
kozmetiky (Sakkas, Papadopoulou, 2017).

Tymianovi olej mé antibakteridlny ucinok, ktory je spojeny s pritomnost'ou flavonoidov
ako su karvakol, tymol, eugenol, alifatickych fenolov, ako aj saponinov, luteolinu
a tetrametoxylovanych flavonov. Tieto antimikrobidlne latky st UCinné proti rade
patogénov, ako st napriklad L. monocytogenes, E. coli, B. cereus, Campylobacter,
Salmonella a S. aureu. Okrem iného ma olej z tymianu antifungicidne G€inky proti rade
plesni, ako su napriklad Candida albicans, Aspergillus sp., Fusarium sp., Saccharomyces

cerevisae (Sakkas, Papadopoulou, 2017).

2.3 Probiotika

Probiotikd su zlozky mikrobidlnych buniek, ktoré maji pozitivny vplyv na zdravie.
Prirodzene sa nachadzaju v Crevach Cloveka, kde maju radu dolezitych funkcii ako su

udrZiavanie ¢revnej mikroflory, zabranenie premnozeniu patogénov a taktiez pomahaja pri
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trdveni potravy. Najviac bezne pouzivanych probiotik st bifidobaktérie, baktérie

mlie¢neho kvasenia a niektoré kvasinky (Quirds-Sauceda, et al., 2014).

Lopez de Lacey, et al, 2012 zakomponovali probiotické baktérie Lactobacillus
acidophylus a Bifidobacterium bifidum do zelatinovych obalov, ktoré boli aplikované
na ryby. Probiotiké potlacdili rast mikroorganizmov produkujucich sirovodik o 2 log cykly,
zaroven znizili hodnotu pH. Aplikécia probiotik do Zelatinovych obalov je preto sl'ubna
technika pre budice konzervovanie ryb.

Probiotika mézu v obaloch mat’ antimikrobidlne vlastnosti ako aj zlepSenie nutriéného

skore potraviny pre ich priaznivy uc¢inok na I'ndské zdravie (Quirds-Sauceda, et al., 2014).
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3 MOZNOSTI APLIKACIE JEDLYCH OBALOV

Produkcia jedlych obalov a filmov je v dneSnej dobe na urovni Studii, ich komercéné
vyuzitie je zatial limitované. Napriek réznych vyhodam, ktoré¢ su z pohladu zivotného
prostredia a zvySenia nutricného skore, ich produkcia mé aj mnoho prekazok, na ktorych
treba popracovat’ (Falguera, ef al, 2011).

Jedlé obaly m6zu mat’ dve funkcie. Jeden z nich je, ze chrania potravinu pred znecistenim
a teda pred konzumaciou sa obal odstrani. Druha funkcia je, ze je obal sucast'ou potraviny
a konzumuje sa spolu s potravinou. Medzi takéto jedlé obaly, ktoré bezne konzumujeme,
su napriklad parky, ktoré su potiahnuté v ¢rievku (Patel, 2019) (Yousuf, et al, 2018)
(Falguera, ef al, 2011).

Niektoré z hlavnych prinosov jedlych obalov a filmov st:
e kontrola riadenia prenosu plynov a vody
e znizenie mikrobidlneho rastu a potlacenie fyziologickych poriach
e redukcia oxida¢nych reakcii
e zachovanie pevnosti
e zlepSenie vizudlneho vzhl'adu povrchu produktu
e zaClenenie funkénych zloziek (antioxidanty, nutriCne vyZzZivné latky,
antimikrobialne latky)
3.1 Sposoby balenia

Spdsoby balenia mézu byt” dvojaké, film, ktory obali samotni surovinu alebo obal mo6ze
byt podany priamo na povrch suroviny. Filmy sa moéZu vytvarat' stuhnutim roztavenych
latok, ako su lipidy, parafiny a vosky, nasledne ich odlievanim a roztieranim roztokov
filmu, nasledne sa nechajii zaschnit' pod kontrolou. Neskor sa film moézZe aplikovat

na kusky potravin (Baldwin, et al., 2012).

Jedl¢é obaly pouzité priamo na povrch sa mdézu vykondvat réznymi spdsobmi ako st
napriklad namacanie, sprejovanie, ryzovanie, ¢o zavisi od charakteru potraviny a

od fyzikéalnych vlastnosti obalu (Baldwin, et al., 2012) (Moradi, et al. 2021).
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Namacanie prebicha namocenim suroviny do roztoku.Po namécani sa necha odtiect
prebytok roztoku asuSi sa pri izbovej teplote s alebo bez prudenia vzduchu. U tohto
sposobu je vyhoda rovnomerného nateru. Naopak je tazko kontrolovatena mikrobidlna

Cistota roztoku pri opakovanom ponarani a hrubka samotného nateru (Grant, Burns, 1994).

Sprejovanie dovol'uje vytvorenie tenkého nateru, ktory naopak nemusi byt rovnomerny.

Sprejovanie je oproti ponaraniu ¢asovo ale aj hygienicky vyhodnejsi. (Fellows, 2000).

Ryzovanie je proces, kedy je surovina vlozend do otdcajicej misy a roztok sa pridava
pocas pohybu vyrobku, kedy sa postupne distribuuje po celom povrchu vyrobku. Tato
metoda nie je vhodné pre suroviny, ktoré nie st odolné vo¢i mechanickému naméhaniu

spdsobené pohybom (Fellows, 2000).

3.2 Legislativa

Podmienky, aké by mali obaly potravin mat’, Specifikuje rada zékonov. Jeden z tych
najviac vSeobecnych je zakon ¢. 110/1997 Sb. o potravinach a tabdkovych vyrobkoch. Ten
Specifikuje aké vlastnosti by mali obaly potravin mat’, konkrétne obaly by mali surovinu
chranit’ pred znehodnotenim. Dalsie je vyhlaska ministerstva zdravotnictva, &. 38/2001,
Zb.. V tejto vyhlaske st Specifikované rozne hygienické poziadavky na latky prichaddzajuce
do styku s potravinami. Zakon ¢. 258/2000 Zb. hovori o ochrane verejné¢hozdravia, vratane
obaloch a ich bezpecnosti. Zakon ¢. 477/2001 Zb.sa tyka obalov,ktory hovori o tom, ako je

potrebné s obalmi nakladat’ a zarovenl sa tam nachadzaju poziadavky na oznaCovanie.

Z nariadeni je tu Nariadenie Europského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1935/2004, ktoré
kladie poziadavky o materidloch a predmetoch urcenych pre styk s potravinami, kde sa
taktiez zmienuje, Ze sa do obalu potravin moézu pouZzivat' rdzne latky, ktoré sa mdzu
postupne uvoliiovat’ do potraviny s cielom zlepSenia jej vlastnosti. V smernici Europskeho
parlamentu a Rady 2018/852 je Specifikované, Ze do konca 31.12.2030 musi byt
minimalne 70% hmotnosti obalového odpadu recyklovana (Eur-Lex, 2022) (Zakony

pro lidi, 2022).
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3.3 Aplikacia jedlych obalov

3.3.1 Ovocie a zelenina

Cerstvé ovocie a zelenina maju vlastni pokozku, ktora chrani vnétorné prostredie pred
vonkaj$im Skodlivymi javmi. Tato ochrana méze byt posilnend pouzitim jedlych obalov

na povrch ovocia a zeleniny.

V dnesnej dobe vicsina konzumentov siaha po ¢erstvych surovinach, preto sa vedci snazia

néajst moznosti obalenia potravin, aby prediZili trvanlivost’ po zbere tirody.

Cerstvé, alebo minimalne spracované ovocie a zelenina, su suroviny, ktoré vel'mi l'ahko
podliehaji skaze. Transportom alebo nespravnym skladovanim méze dojst’ jednoducho
k oslabeniu bunkovej steny, zvySeniu transpira¢nych javov, strate turgidity, miknutiu,
strate vody, hnednutiu a strate farby. Prave jedlé obaly mdzu napomahat’ vytvoreniu
ochrannej bariéry, ktord spomal'uje vymenu plynov, stratu vahy, znizenie mikrobidlneho

rastu, spomalovanie hnednutia, méknutie, stratu konzistencie, aréma a podobne.

Mnohé vyskumy sa prave zameriavaji na vyrobu jedlych obalov prave u ovocia a zeleniny

(Baldwin, et al., 2012).

3.3.2 Mlie¢ne vyrobky

Syry su jednym zo skvelych zdrojov latok bohatych na tuky, cukry, bielkoviny, vitaminy
a mineralne latky. Na trhu existuji r6zne druhy syrov, od lacnejSich ¢i drahSich, ktoré st
narocnejSie na vyrobu. Kedze vyroba syra je sled viacerych technologickych krokov,
vratane implikovania mikrobidlnej kultiry, pri vyrobe sa udeji mnozstvo biochemickych
procesov, ktoré ak si synchronizované a vyvazené, vedu k vyrobkom s vysoko ziadicimi
aromami a chutami. Ak ale biochemické procesy nie su kontrolovatel'né, mdze to viest
k tvorbe neprijemnych anevratnych vad u syroch. Jedlé obaly pri vyrobe syra maju
potencialnu vlastnost’” minimalizovat’ neziadlice javy pri vyrobe syra (Baldwin, et al.,

2012).

Jedl¢ obaly a filmy mozu potencialne vytvéarat’ modifikovani atmosféru, zlepsovat’ kvalitu
zrenia, zvySovat trvanlivost, zlepSit bezpecnost pocas skladovania, zabranit
organoleptickym zmenam a obaly obohatené o antimikrobialne latky ¢i antioxidanty moéZzu
inhibovat’ rast neziadicej mikroflory a potlatovat’ oxidané procesy. (Baldwin, et al.,

2012).
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V jednej stadii testovali polysacharidové obaly na syre. Pouzili rozne formuly, kde zéklad
tvorili chitosan, galaktomanan a agar. Ako plastifikator pouzili kukuri¢ny olej. V Studii sa
zistovali povrchové vlastnosti syra, zmacavost’ povlakov na syre. Na filmoch sa zistovali
vlastnosti pre priepustnost’ vodnej pary, kyslika a oxidu uhli¢itého. NajlepSie vlastnosti
vykazoval 1,5% galaktomanan s 2% glycerolu a 0,5% kukuri¢éného oleja. Pri spotrebe
kyslika a produkcie oxidu uhli¢itého, doSlo k znizeniu rychlosti vymeny v porovnani
s neobalenym syrom. Neobaleny syr mal na konci experimentu rozsiahly rast plesni oproti

vzorke, ktory bol obaleny (Cerqueira, et al, 2009).

3.3.3 Misové vyrobky

Misové vyrobky prechadzaju réznymi technologickymi procesmi, kedy mozu byt
vystavené  sekundarnej  mikrobidlnej  kontaminacii.  Jednym  z neZiaducich
mikroorganizmov u méisovych vyrobkov je Listeria monocytogenes, ktora je schopna
tvorby biofilmu a teda pri nedodrzani spravnej hygienickej praxe méze ovplyvnit’ radu
vyrobkov. Prave jedlé obaly na baze derivatov celuldzy, alginatov, gim s pridavkom
organickych kyselin ako st octovd a mliecna, mdze inhibovat” vyvoj mikroorganizmov

(Debeaufort, et al., 1998).

Jedlé obaly mozu zleps$it' kvalitu Cerstvého, mrazeného a spracovan¢ho maésa, vratane
morskych plodov a ryb, tym, ze spomal’uju stratu vody, znizuji oxidéciu lipidov a zmenu

farby.

Misové vyrobky st bohaté na tuky, ktoré pri nespravnom skladovani moézu podliehat’
neziaducej skdze — oxidacii. Prave potiahnutim vyrobkov do jedlého obalu obohateného
o antixidanty, moze pomdct s predizenim trvanlivosti. Vo viacerych $tadiach sa preto
do jedlych obalov pouzili esencidlne oleje, ktoré maji prirodzené antimikrobidlne
a antioxidacné vlastnosti. Medzi také esencialne oleje patria napriklad rozmarinovy olej,

oreganovy olej, tymidnovy olej (Smaoui, et al, 2022).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo aplikovat’ r6zne antimikrobialne roztoky na baze zein-
chitosdnu na rozkrajené jablka a pomocou Sirokej skaly testov sledovat’ ich vlastnosti a

prediZzenie trvanlivosti oproti kontrole.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Pomdcky a pristroje
e Analytické vahy Sartorius Basic (Sartorius AG, Nemecko)
e Magnetické miesadlo Hei-Standard (Heidolph, Nemecko)
e Ultrazvukova vana (Kraintek Czech, Ceska republika)
e Spektrofotomer TECAN Sunrire (Tecan, USA)
e Laminarny box (Clean Air, Holandsko)
e Laboratorny inkubator (Memmert, Nemecko)
e Vpichovaci pH meter (Shanghai Puchun Measure Instrument Co., Ltd., Cina)
e Spiral plater (Eddie Jet 2W, Spanielsko)
e Parny sterilizator Varioklav 75S (Labortechnik AG, Nemecko)

e Detektor intenzity rozptylu svetla ZETASIZER Nano Series ZS 90 (Malvern

Instruments Limited, Vel'kéa Britania)

e Detektor intenzity rozptylu svetla ZETASITER Nano Series ZS 90

e Laboratorna trepacka Vortex (Biosan, LotysSsko)

e Laboratorna centrifiga LMC-3000 (Biosan, LotySsko)

e Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

e Textiarometer (Tectra a.s., Ceska republika)

e Mikrotitraéna dosti¢ka (Gama, Ceska republika)

e Osminkovy kraja¢ na jablka (Tescoma, Ceska republika)

e Laboratorne sklo a pomocky (Petriho misky, kadinky, skimavky, odmerné valce,
zasobné fTaSe, lyZice, pinzety, skalpel, doska na krajanie)

5.2 Chemické latky
e Zein (TCI, Japonsko)

e Chitosan nizkomolekularny (Sigma-Aldrich, USA)
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e Tymian (Thymus vulgaris) (Nobilis Tilia, Spanielsko)

e Skorica (Cinnamomum zeylanicum) (Nobilis Tilia, Spanielsko)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

e Absolatny etanol (PENTA Chemicals, Ceska republika)

e Chlorid sodny (PENTA Chemicals, Ceské republika)

e PCA - plate count agar (HiMedia, India)

e VRBA - violet Red Bile Agar (HiMedia, India)

e CHYGA- chloramphenicol Yeast Glucose Agar (HiMedia, India)

5.3 Pouzité vzorky

e Jablko volné gervené, odroda Gala, Sampién

Zem povodu: Pol'sko, zakupené v supermarkete Billa s.r.o0.

Zakupené: pre 1. meranie 8.3.2022, 2. meranie 22.3.2022, 3. meranie 5.4.2022
5.4 Priprava roztokov a médii

5.4.1 Priprava zasobného roztoku chitosanu

Bol pripraveny 0,5% roztok prislusného roztoku chitosanu, ktory sa zmieSal s 1%
roztokom kyseliny citronovej. Roztok sa nasledne umiestnil do ulrazvukovej vane, kde bol
umiestneny po dobu 10 minit v 40 °C. Nasledne sa roztok miesal priblizne 4 hodiny

na magnetickom miesadle do uplného rozpustenia.

5.4.2 Priprava zasobného roztoku zeinu

Bol pripraveny 2% zeinu v 75% etanole a nasledne sa roztok mieSal priblizne 30 minut
pri 40 °C na magnetickych mieSadlach. Nasledne sa roztok previedol do 100 ml odmerne;j
banky a bol doplneny po rysku. Roztok sa néasledné umiestnil do ulrazvukovej vane, kde

bol umiestneny po dobu 10 minut v 50 % aplitade.

5.4.3 Priprava fyziologického roztoku

Na pripravu fyziologické roztoku bolo navazené 8,5 g NaCl na 1000 ml destilovanej vody.

Nasledne prebehla sterilizacia pri teplote 121 °C po dobu 20 minut.
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5.4.4 Priprava zasobného roztoku kyselin (Antioxidanty)

Boli pripravené zasobné roztoky 15% kyseliny askorbovej a 30% kyseliny citronovej
rozpustené v destilovanej vode. Pre pripravu 100 ml kyseliny askorbovej sa navazilo 15 g
kyseliny a 85 g vody a pre kyselinu citronova sa navazilo 30 g kyseliny a pridalo sa 70 g
vody.

5.4.5 Priprava 5% zasobného roztoku Tween 20

Na vyrobu 5% roztoku sa pouZzilo 5 g polysorbatu TWEEN 20, ktory sa rozpustil v 95 g
75% etanolu.

5.4.6 Priprava pracovnych roztokov polymérov s aktivnymi latkami

a) Priprava Zein-chitosanového roztoku (zakladny roztok)

Do kédinky bolo navazené mnozstvo pripravené¢ho zasobného roztoku zeinu, to sa mieSalo

na mieSadle a do toho sa postupne po 30 minutach pridaval chitosan a Tween 20.
Do zékladného roztoku sa na konci napipetovalo presné mnozstvo kyselin.
b) Priprava zakladného roztoku s nanocelulézou

Navézilo sa potrebné mnozZstvo nanoceluldzy, do ktorého sa pridalo presné mnoZstvo
zakladného roztoku. Pol hodiny sa to nechalo mieSat’ a neskor sa to dalo na ultrazvuk na 10

minut pri 50% aplitade.
Na konci sa pridalo presné mnozstvo kyselin.
¢) Priprava roztokov s esencialnymi olejmi

Na zaciatok sa navazilo potrebné mnoZzstvo olejov, nasledne sa pridal zasobny roztok
zeinu. To sa nechalo 30 minat mieSat’ a pridalo sa potrebné mnozstvo chitosanu. To sa
nechalo znova mieSat’ a pridalo sa potrebné mnozstvo Tweenu 20. To sa znova nechalo

mieSat’ 30 minut a nasledne sa pridali antioxidanty.
d) Priprava roztokov s esencialnymi olejmi a nanocelulozou

Roztoky s esencidlnymi olejmi a nanocelulézou sa pripravovali rovnako ako v bode c),

akurat sa nanoceluloza pridala spolu s antioxidantmi.
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Obr. 15 Roztoky polymérov zein-chitosanovych a vody s antioxidantmi (¢.2)

Na Obr. 15 je mozné vidiet farebné odliSnosti danych roztokov. Percentudlne a presné

zlozenie vSetkych roztokov je znazornené Tab. 6 a v Tab. 4.

Tab. 6 Pracovné roztoky a ich zloZenie

Aktivna latka CNC Antioxidanty

1 | Destilovana voda

2 | Destilovana voda 1% + 1%
3 | Zein:Chitosan 7:1 1%+ 1%
4 | Zein:Chitosan 7:1 0,1% 1% + 1%
5 | Zein:Chitosdn 7:1 | 2% tymidnovy olej 1%+ 1%
6 | Zein:Chitosan 7:1 | 2% skoricovy olej 1% + 1%
7 | Zein:Chitosan 7:1 | 2% tymidnovy olej | 0,1% 1% + 1%
8 | Zein:Chitosan 7:1 | 2% skoricovyolej | 0,1% 1% + 1%

*Percentudlne pridavky latok sa vzt'ahuju na objem zmesi zein:chitosan 25 ml.

Tab. 7 Pracovné roztoky, pridavky jednotlivych zlozZiek

voda | Zein | Chitosan | CNC | Tween | Esencidlny | K. citrénova | K. askorbova
(mD) | (m) | (ml) (g) [20(ml) | olej(g) (ml) (ml)

1] 25

2| 25 0,83 1,67

3 21,9 3,1 2 ml 0,83 1,67

4 21,9 3,1 0,025 | 2ml 0,83 1,67

5 21,9 | 3,1 2ml 0,5 0,83 1,67

6 21,9 3,1 2 ml 0,5 0,83 1,67

7 21,9 3,1 0,025 | 2ml 0,5 0,83 1,67

8 21,9 3,1 0,025 | 2ml 0,5 0,83 1,67

5.4.7 Priprava zivnych médii (PCA, CHYGA, VRBA)

Pre pripravu agaru bolo podl’a ndvodu navazené mnozstvo média (s presnostou na 0,1 g),

doplnené destilovanou vodou na potrebny objem a ndsledne sterilizované v autoklave

(121 °C/20 min).
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5.5 Metody

Jablka (Odroda Sampioén, Zem pdvodu: Pol'sko) boli zakupené v miestnom supermarkete.
Starostlivo boli vybrané jablkd v podobnej velkosti a farbe, bez znamok mechanického
a biologického poskodenia. Priemernd hodnota vietkych testovanych jablk bola
146,9 g £ 13,9 g (n= 28). Néasledne sa jablka premyli destilovanou vodou a nakrajali sa
na osminky (pomocou sterilného krajaca na jablkd) anasledne sa osminky nakrajali
na polovicu, teda z jedného jablika sa ziskalo dokopy 16 kuskov. Priemerna vaha jedného

ktsku predstavovala 8,3 g+ 2,2 g (n= 160).

Co najskor po nakrojeni boli jablka ponorené do film-tvarujaceho roztoku (Na Obr. 15 je
mozné vidiet’ farebné odliSnosti danych roztokov. Percentudlne a presné zloZenie vSetkych

roztokov je znazornené Tab. 6 a v Tab. 4.

Tab. 6) po dobu 1 minuty. Nasledne boli vlozené do plastovych krabiciek, kde sa nechali
obschnit’ po dobu 1 hodiny v lamindrnom boxe. Po uplynuti doby sa jablka uzavreli
alobalom a skladovali sa pri izbovej teplote (24 °C £ 1 °C) s relativnou vlhkost'ou vzduchu
20% + 1% askladovali sa po dobu 9 dni. Biochemické a mikrobiologické testy sa
predvadzali v odberoch v 0., 3., 6. a9 dni. Celé¢ jedno meranie bolo vykonané dvakrat
a jedenkrat bolo meranie predvadzané bez antioxidantov po dobu 6 dni s odbermi 0., 1., 2.,
3. a 6. pre dokazanie, ¢i pritomné antioxidanty v prvych dvoch meraniach mali vplyv na

spomalenie hnednutia jabik.

5.5.1 Zeta potencial

Meranie zeta potencidlu bolo uskuto¢nené pomocou pristroja ZETASIZER Nano Series ZS
90. Princip je zaloZeny na premerani roztokov pomocou metddy laserovej Dopplerovskej
mikroelektroforézy.

Pracovny roztok (6 puL) z tab. sa zmieSal s dvakrat po sebe sfiltrovanym etanolom (3 ml ).
Pre filtrovanie sa vyuZil injekény filter o velkosti porov 0,2 pL. Zriedena vzorka bola
pomocou injekénej striekacky prevedena do kyvety a uzavretd vieckom.

Nésledne bolo prevedené samotné meranie pri teplote 25 °C v troch opakovaniach
a vysledky boli zaznamenané v programe Zetasizer Software (Malvern Instruments Ltd.,

Velké Britania). Vysledky boli vyhodnotené pomocou modelu Smoluchowského.
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5.5.2 Viskozita

Do nadobky reometru sa nalialo 8 ml vzorky, ktord sa nasledne umiestnila do kalibraéného
puzdra, ku ktorému bolo pripevnené teplotné ¢islo. Meranie prebiehalo na vikozimetru
Brookfield pri 200 rpm za pouzitia spindlu SC4-18 pri teplote 25+5 °C.

5.5.3 Stanovenie pH

Pomocou vpichovacieho pH metru bolo merané pH v roztoku homogenizovaného jablka
a fyziologického roztoku v pomere 1:9. Kazd4 vzorka pre jedno meranie bola merana

dvakrat.

5.5.4 Strata vahy

Pomocou analytickych vah (s presnost'ou na 0,001 g) boli obalené vzorky vazené.

Ubytok hmotnosti bol nasledne vypo¢itany pomocou vzorka:

I’betok hmotnosti (%) — (Mpotiatotns—Mdia odberu) 100 (1)

Mpotiatoina

5.5.5 Meranie textury

Kazdé4 vzorka bola merand dvakrat z roznych stran o ¢o najrovnejsSej ploche. Vzorka sa
vlozila do misti¢ky v tvare diamantu a vpichovacia sonda bola nastavend priblizne 0,5 cm
nad vzorku. Cas vpichu bol 30 sekind. Vysledky boli nasledne vyhodnotené pomocou

NEXYGEN Plus texture analysis softvéru.

5.5.6 Meranie hnednutia

Vzorka o mnozstve 0,1 g bola navaZena na analytickych véhach (s presnost'ou na 0,001 g)
a nasledne hokejkou rozmixovana v eppendorfovej mikrotube (1,5 ml) spolu s 1 ml 75 %
etanolu. Nasledne vzorky boli vlozené na trepacku po dobu 30 minut a neskodr sa
centrifugovali pri rychlosti 4500 m/s. Nésledne bolo zo suspenzie napipetované 200 pL
na mikrotitrani dosticku. Vzorky sa nasledne merali pomocou spektrofotometru
na zariadeni TECAN, vyuzival sa program pre meranie browning indexu, pri vlnovej dizke

420 nm.
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5.5.7 Mikrobiologicka analyza

Kazdd testovand vzorka bola navdzend v pomere 1:9 (vzorka:fyziologicky roztok)
anasledne sa vzorka zhomogenizovala. Nasledne sa odpipetovalo 1 ml do plastového
kalisku, ktory bol vloZzeny do automatického Spiral plater, kde sa mikropipetou

odpipetovalo 50 puL inokula a rozotrelo sa $pirdlou na petriho misky s agarom.

Na kazdu vzorku pripadali dve misky PCA (kultivacia 48 hodin pri 30 °C), dve misky
Chygy (kultivacia 3-4 dni pri izbovej teplote, priblizne 24 °C) ajedna miska Vrby
(kultivacia 24 hodin pri 37 °C).

5.5.8 Senzoricka analyza

Vsetky druhy vzoriek boli testované u 7 respondentov. Vysledky sa zaznamenavali
na pripraveny protokol, ktory sa skladal z dvoch tloh. V prvej boli sledované znaky, ktoré
sa hodnotili patbodovou stupnicou. Sledovali sa znaky ako farba a vzhl'ad, konzistencia

a chut’ a vona. Druhd uloha bola usporiadanie vzoriek od najviac po najmenej preferované.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

6.1 Zeta potencial

U prvej dvojice Z:CH je vidiet’ (Tab. 8), ze pridavok CNC mé mierny vplyv na narast
naboja o 2,8 mV. Medzi vzorkami Z:CH a Z:CH + antioxidantmi je taktiez vidiet, Ze
pridavok antioxidantov ma priaznivy efekt na zeta potencial a doslo k nérastu o 0,8 mV.
Aminoskupiny v chitosdne su priaznivo nabité v kyslom prostredi, teda dochadza k nérastu
zeta potencidlu. Podobné vysledky zaznamenali aj v praci Sedlatikova, et al, 2019.
Zaujimavostou ale je, ze u Z:CH s pridavkom CNC a antioxidantov je hodnota zeta
potencidlu nizSia, ako u zdkladného roztoku Z:CH. (o 5 mV) Zjavne pritomnost
antioxidantov a CNC spolu ma opacny uc¢inok na zakladny roztok, ako v pripade, ked’ sa

tie latky nachadzaju v roztoku samostatne.

Tab. 8 Namerané hodnoty zeta potencidlu

[mV]
Voda + antioxidanty 0,8+1.7
7:CH 21,5+0,5
Z:CH+ CNC 243 +1,6
Z:CH + antioxidanty 223+1.9
Z:CH + CNC + antioxidanty 16,5+1,5
Z:CH + tymian 17,5+ 1,5
Z:CH + tymian + antioxidanty 234+1,7
Z:CH+ CNC + tymian 253+29
7Z:CH+ CNC + tymién + antioxidanty 17,5+3,9
7.:CH + Skorica 0,1 £0,5
Z:CH + $korica + antioxidanty 20,3 +£3.2
Z:CH+ CNC + 8korica 73+1,6
Z:CH+ CNC + skorica + antioxidanty | 28,1 +3,7

Pri roztoku Z:CH s pridavkom aktivnej latky tymianu je vidiet, Ze pridavok tymianu
k zédkladnému roztoku mal negativny vplyv na zeta potencial, kedze doslo k poklesu
naboja 0 4 mV. S pridavkom antioxidantov alebo CNC doslo v oboch pripadoch k nérastu
zeta potencialu (5,9 mV s antioxidantmi a 7,8 mV s CNC). Pridavok antioxidantov a CNC
malo rovnaky vysledok ako v prvom pripade, ateda doSlo k poklesu néboja.
Zaujimavost'ou ale je, Ze sa hodnota vyrusSila na rovnakd hodnotu, ako zékladny roztok

Z:CH s tymianom (17,5 mV).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

30 6
[
25 5
>
£ 2 4
T
Q
S 15 3%
2
]
o
o 10 2
@
N
5 1
0 0
& C?‘ NSRS & D .
> C QO \ l\
&?’ Voo +\a¥> *@ \L\a@ & \L\a@ J\&o" \L\e@ Ja)eo @’b
9 S S S S SN PR
S 0% S ,bo CZ\ S & S /\;@ RO
b’b Cz\ $(, . \,b(\ X X ,DQ '\(:b Cz\x '\b/b
©) . \ N N N\
N\ WY N N S e
(J X X X x
v & &
& &
v v

Obr. 16 Grafické znazornenie narastu a poklesu zeta potencidlu u roztokov a ich namerané
pH hodnoty

Roztok Z:CH s pridavkom aktivnej latky Skorice ma oproti zékladnému roztoku Z:CH
takmer nulovy naboj (Obr. 150br. 16). V praci Pavlatkova, 2020 sa taktieZ meral zeta
potencidl u Z:CH roztokov s pridavkom Skorice, kde boli hodnoty zeta potencialu az
minusoveé

(-13 mV). Rozdiely medzi meraniami vznikli pravdepodobne na zaklade toho, ze roztoky
sa riedili v destilovanej vode, pricom roztoky pre tuto diplomov pracu boli rozriedené v

75% etanole.

Zvlastnostou je, ze uroztoku Skorice s antioxidantmi (20 mV) je naboj vyssi, ako
u roztoku s CNC (7,27 mV), pricom v predchadzajiacich pripadoch to bolo prave opacne.
Taktiez pridanie antioxidantov spolu s CNC nemalo negativny vplyv, ako tomu bolo
v predchadzajucich pripadoch, ale opacny, potencidl vzrastol od zakladného roztoku

so Skoricou 0 28 mV.

Okolo kazdej ¢astice sa rozprestiera elektricka dvojvrstva, ktora sa sklada zo Sternovej
vrstvy a difuznej vrstvy. Sternova vrstva je tvorena z hydratovanych iotov, ktoré su silne
naviazané na povrch Castic a spolu s koloidnymi ¢asticami sa pohybuju. Difizna vrstva
tvori ionty, ktoré su vol'ne naviazané a ich pohyb je nezavisly na pohybe koloidnych castic.

Tieto dve vrstvy oddeluje rovina sklzu, kde vznikajici elektrokineticky potencial sa
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nazyva zeta potencidl. Velkost potencialu ukazuje na stupent elektrostatického
odpudzovania medzi vrstvami, co ma vplyv na stabilitu systému. Potencidl s rozmedzim
od -10 do 10 mV sa povazuje za neutrdlny. Systém s potencidlom -30 mV sa povazuje
za silne antiontovy, naopak syst¢ém s30 mV sa povazuje za silne Kkationtovy.

(Mora-Huertaset al., 2010)

6.2 Viskozita

Hodnoty viskozity u vzoriek klesali takmer v kazdom pripade po pridani akékol'vek zlozky
navySe. (Tab. 9) V pripade pridani aktivnej zlozky v porovnani s Cistym zein-
chitosanovym roztokom, doslo k poklesu o0 0,67 Pa.s u vzorky s tymidnom a o 1,39 Pa.s
u vzorky so Skoricou. Pridavok nanocelul6zy, antioxidantov spolu alebo po jednom taktiez
ukézali klesajlci trend v porovnani s ¢istym roztokom. Tento pokles viskozity po pridani
zliceniny méze byt nasledkom naruSenia intramolekularnych a medzimolektlovych sil
medzi zeinom a chitosanom, kedy sa narusila Struktura siete a doSlo k vznikom novych

vodikovych vizieb. (Sun, et al., 2018)

Tab. 9 Namerané hodnoty viskozity

[Pa.s]
7:CH 4,57+0,18
Z:CH + CNC 3,77 £ 0,05
Z:CH + antioxidanty 3,28+0,01
Z:CH + CNC + antioxidanty 3,40 £ 0,03
Z:CH + tymian 3,90+ 0,03
Z:CH + tymian + antioxidanty 3,49 £0,02
Z:CH+ CNC + tymian 3,57+0,02
Z:CH+ CNC + tymian + antioxidanty 391 +0,07
Z.:CH + skorica 3,18+ 0,08
Z:CH + skorica + antioxidanty 3,36 £ 0,02
Z:CH+ CNC + Skorica 4,22 +0,02
7:CH+ CNC + Skorica + antioxidanty 3,29+ 0,04

6.3 Stanovenie pH

Vzhl'adom k moZnosti vyrazného vplyvu na experiment bola u kazdého vzorku stonovena
pH hodnota. (Tab. 10) Hodnota pH je zavisla od pritomnosti kyselin v danej vzorke. Pocas
skladovania dochédza k postupnému rozkladu organickych kyselin, preto sa ocakava, ze

bude dochadzat’ k postupnému nérastu pH. Tato hypotéza sa potvrdila u vzoriek z treticho
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merania, ktoré¢ neboli obohatené o antioxidanty (Obr. 18). U vzoriek v inych praciach, kde

boli pouzité antioxidanty dochédzalo naopak k malému poklesu pH (Farina, et al., 2020).

Tab. 10 Namerané hodnoty pH

Vzorky Den 0 Den 3 Den 6 Den 9
voda 3,82+ 0,06 3,6+0,3 3,34+0,5 3,004
Voda + antioxidanty 3,715+ 0,08 3,8+0,5 3,03+£0,7 | 29+04
7:CH + antioxidanty 3,74+ 0,2 3,92+0,13 | 3,8+0,2 3,3+0,6
Z:CH + CNC +
antioxidanty 3,69+0,2 4,02+0,3 4,0+0,2 3,3+0,2
Z:CH + Skorica + 3,68 +
antioxidanty 3,61 £0,1 3,70+ 0,2 0,02 3,60 £0,02
Z:CH + tymian + 3,69
antioxidanty 3,63 +0,01 3,7+0,1 0,07 3,71 £ 0,04
Z:CH + CNC + skorica +
antioxidanty 3,70 £ 0,08 3,7+£0,1 3,7£0,2 | 3,42+0,15
Z:CH + CNC + tymian + 3,72
antioxidanty 3,73 +£0,01 3,7+£0,2 0,09 3,61 £0,12

UObr. 17 aObr. 18 je mozné vidiet zmenu pH v zavislosti na Case. V obr. 19 su
znazornené vysledky pH vzoriek, ktoré su bez antioxidantov. V porovnani so vzorkami,
ktoré st obohatené¢ o antioxidanty (Obr. 17), je mozné povedat, Ze pritomnost
antioxidantov malo zna¢ny vplyv na stabilitu pH. U vzoriek bez antioxidantov (Obr. 18) uz
po 3. dni dochadzalo k vyraznemu narastu pH, ¢o sa oproti vzorkdm s antioxidantmi
(Obr. 17) nedialo. Je preto mozné povedat’, Ze pritomnost’ antioxidantov maju priaznivy

ucinok na stabilitu pH.

Z Obr. 17, uvzoriek s antioxidantmi, je vidiet, Ze najstabilnejSie pH bolo u vzoriek
obohatené o esencialne kyseliny vo vSetkych pripadoch. Zmeny v pH dochadzalo u tychto
vzoriek, v porovnani s kontrolami aZ:CH bez esencidlnych olejov, k minimalnemu
kolisaniu pH. Je teda mozné povedat, Ze kombinacia antioxidantov a esencialnych olejov

ma pozitivny vplyv na stabilitu pH.
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Obr. 17 Grafické zndzornenie zmeny pH v €ase u vzoriek s antioxidantmi

Z:CH

Z:CH + CNC
Z:CH + tymian
Z:CH + Skorica

Z:CH + CNC + tymian

Z:CH + CNC + skorica

3.5 3.6 3.7 3.8 3.9 4 4.1 4.2 4.3

0. den W 3. den

Obr. 18 Grafické zndzornenie zmeny pH v €ase u vzoriek bez antioxidantov

6.4 Strata vahy

Postupnad strata vahy je zndzornend v Tab. 11. Vtreti den boli najmenSie straty

zaznamenané u jablk obalenych v skorici s a aj bez nanoceluldzy. Zaroven nizke straty boli
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aj ujablkach obalené v Cistej vode, v kontrole. Naopak najvysSie straty vody boli
zaznamenané pri vzorke Z:CH + antioxidanty s 9,1% stratou hmotnosti.

V Siesty deti boli najmensSie straty pri vzorke zein:chitosan + nanoceluléza s 3,9% stratami.
Vzorky s esencialnymi olejmi mali oproti kontrole (vode) nizSie straty, no nie prilis
vyrazné. Najvyssie straty boli opét’ zaznamenané u vzorku Z:CH + antioxidanty s 12,1%.
pri vzorkach so Skoricou a Z:CH + CNC v deviaty den. Naopak najvysSie straty boli
pri vzorke Z:CH + antioxidanty, kde strata bola 15,1%. Druht najvysSou stratu mala voda

s antioxidantmi (10,3 %).

Tab. 11 Strata vahy v odberoch 3., 6. a2 9. deii (%)

Vzorky Den 3 (%) | Den 6 (%) | Den 9 (%)
voda 1,7+0,7 4,6+1,8 74 +2.,6
Voda + antioxidanty 43+3,6 7,1+32 10,3+3,3
Z:CH + antioxidanty 8,9+93 19,3+52 | 15,0+8,1
Z:CH + CNC + antioxidanty 2,1+£0,9 39+1,2 7,5+3,6
Z:CH + skorica + antioxidanty 22+1,2 5,0+19 9,1 +4,0
7:CH + tymian + antioxidanty 1,8+0,7 444+16 | 74+28
Z:CH + CNC + skorica +
antioxidanty 34+2)7 56t24 8,1+23
Z:CH + CNC + tymién +
antioxidanty 1,7+ 0,6 44+21 44+21
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Obr. 19 Grafické znazornenie straty vahy v odberoch 3., 6., 2 9. dni

Z celkovych vysledkov nie je mozné povedat, Zeby kombinédcia latok v obale mali
vyznamny vplyv na zmiernenie straty vahy v porovnani s kontrolami (Obr. 19). Je ale
mozné povedat’, Ze pritomnost’ nanocelul6zy a esencialnych olejov mé vyznamny vplyv na
zniZenie straty vahy v porovnani s zein-chitosdnovym obalom obohatenych o antioxidanty,
kde doslo k najvyssej strate vahy v porovnani s kontrolou. V §tudii Haiping et. al, (2011)
testovali vzorky chitosanovych obalov obohatenych o rozne antioxidanty, vratane 1%
chitosanu s 2% kyseliny askorbovej, kde v porovnani s neobalenym vzorkom boli straty
na vahe niz8ie, ¢o v pripade naSho merania bolo naopak opacné. Je mozné preto povedat,

Ze pritomnost’ zeinu ma negativny vplyv na zmiernenie straty vahy.
6.5 Meranie textary

6.5.1 Pevnost’

Na Obr. 20 je vidiet grafické znazornenie poklesu pevnosti v zdvislosti na case.
U obidvoch vzoriek vody dochadzalo k takmer linedrnemu poklesu pevnosti, teda vzdy sa
pevnost’ znizila o rovnaké percento. (Obr. 20) Medzi vzorkami zeinu a chitosanu
s/bez nanoceluldzy je vidiet, ze vzorky s CNC boli vyrazne stabilnejSie a doslo k najnizse;j

strate na pevnosti. Vzorke bez nanocelulozy sa strata pevnosti podobala kontrole — vode.
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Z:CH + CNC v 3. dni prili§ na pevnosti nestratil. K mensiemu poklesu pevnosti doslo az

v 6. dni.

evve

u vzorky s CNC. Obidve vzorky boli ale oproti kontrole vyrazne stabilné proti strate

pevnosti.

Sada s tymianom naopak ukazala podobnu stabilitu v obidvoch pripadoch. V 3. dni doslo

k poklesu, no po ostatné dni k poklesu pevnosti uz vyrazne nedochadzalo.

Tab. 12 Namerana hodnoty pevnosti

0. den [N] 3. den [N] 6. den [N] 9. den [N]
voda 32+32 1,6 £ 0,5 0,6 +0,1 0,1 +0,1
Voda + antioxidanty 2,0+0,2 1,4+0,3 0,5+0,6 0,1 +0,1
7:CH + antioxidanty 2,603 2,0+0,6 1,07 +0,17 0,2+0,1
Z:CH + CNC + antioxidanty 1,8+0,5 1,7+0,1 1,1+0,3 1,6 £0,2
7:CH + skorica + antioxidanty 2,5+04 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8+0,4
Z:CH + tymian + antioxidanty 2,4+04 0,7+0,2 0,5+0,1 1,1£0,7
Z:CH + CNC + skorica +
antioxidanty 2,3+0,7 0,9+0,2 0,7+0,1 0,8+0,4
Z:CH + CNC + tymién +
antioxidanty 1,8§+0,2 1,3+1,3 0,9+0,6 0,8+0,5

Na Obr. 20 je vidiet, Ze najnizSia celkova strata pevnosti bola u vzorky zein-chitosan
s nanocelul6zou. Po 3. ditoch doslo len k 1,7% strate pevnosti. V 6. dni doslo k 37% strate,
¢o je oproti inym vzorkdm stale dobry vysledok. V 9. dni bola strata opit’ nizka (12%), no
predpoklada sa, Ze strata v pevnosti mohla byt d’aleko nizSia a v tomto pripade sa jednalo
o stabilnejsi kus jablka. U vzoriek s tymidnom a u vzorky so Skoricou bez nanocelulozy uz
po 3. dni nedochadzalo k vyraznejSiemu poklesu pevnosti. Naopak nizke straty, a najviac
stabilnd vzorka po zeine-chitosanu s nanocelulézou bola namerand u vzorky so Skoricou
s nanocelulozou. K poklesu dochadzalo postupne, po 3. dni bola strata 27%, po 6. diloch

47% a po 9. dioch 55%.
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Obr. 20 Percentualna strata pevnosti (%)

Z Obr. 20 a zhodndt v Tab. 12 je mozné povedat’, Ze vzorky s esencidlnymi kyselinami
oproti kontrole vyrazne spomal’ovali stratu pevnosti. U vSetkych vzoriek s nanoceluldozou
je ale znacné, ze nanoceluléza mala vyrazne pozitivny vplyv na pevnost’ vzoriek. Tento
poznatok sa podarilo potvrdit' aj v Stadii Deng, et al., (2017), kde testovali vplyv
nanoceluldzy na pevnost’ hrasku. Pritomnost’ nanocelulézy mal pozitivny efekt na zniZenie

straty pevnosti v porovnani s inymi skimanymi vzorkami.

6.5.2 Meranie konzistencie

V Tab. 13 U Z:CH s CNC je vidiet’ nizsiu stratu konzistencie oproti obom kontroldm, ale

aj tej istej vzorky bez nanoceluldzy.

Pri strednom grafe je vidiet, Ze u obidvoch vzoriek s tymianom doslo k niz§im stratam
na konzistencii oproti kontrolam. Ako to bolo u pevnosti, tak aj tu v oboch pripadoch je
strata konzistencie podobnd. V 3. dni doSlo k prudkému poklesu konzistencie, no
nasledujuce dni sa konzistencia drzala v podobnych hodnotach. Rozdiel vzorky s CNC

a bez nie je prili§ vyznamny.

V Obr. 21 je vidiet’, Ze u obidvoch vzoriek Skorice je strata konzistencie oproti kontrolam
vyrazne nizka. Podobne ako to bolo utymianu, aj vtomto pripade doSlo v 3. dni k

prudkému poklesu, no v najblizsich diloch sa to vyrazne nekolisalo.
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Tab. 13 Namerané hodnoty konzistencie

0. den 3. den 6. den 9. den
[Nmm] [Nmm] [Nmm] [Nmm]
voda 12,8+ 7.5 8,4+ 1,1 1,01+ 0,12 1,5+ 1,5
Voda + antioxidanty 8,9+0,6 4,5+ 0,5 1,5+ 1,4 0,31+ 0,09
7:CH + antioxidanty 10,1+ 0,6 7,5+2.4 3,8+ 0,9 0,6+ 0,2

Z:CH + CNC + antioxidanty 7,90+ 4,2 6,9+ 1,9 2,3£0,8 5,1£14

Z:CH + skorica + antioxidanty 9,6+ 0,9 2,4+ 0,5 3,78+ 0,15 2,2+ 0,4

Z:CH + tymiéan + antioxidanty 9,7£0,9 2,74+ 0,13 2,2£0,2 3,09+ 0,15

Z:CH + CNC + skorica +

antioxidanty 9,1+ 4,5 3,7£0,9 3,0£0,6 2,1+ 0,7
Z:CH + CNC + tymian +
antioxidanty 8,2+ 1,9 4,1+ 3,6 3,29+ 0,10 2,4+ 0,6
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Obr. 21 Grafické znazornenie straty konzistencie (%) v zavislosti na Case

vwe

zaznamenala zein-chitosanova vzorka s nanocelulézou, kde po 3. dni boli straty len 7,9%.
Po 6. dni doslo k prudkému poklesu konzistencie a v 9. dni naopak pokles bol minimalny.
KedZe hodnoty pevnosti a konzistencie boli hodnotené za rovnakého merania, je teda
mozné znova povedat, Ze vzorka v 9. dni bola vyrazne stabilnejSia. U vzoriek
s esencidlnymi olejmi doSlo vo vSetkych pripadoch k nizsej strate konzistencie, ako to bolo
u kontrol a vzorke zein-chitosan. Ak sa, ale pozrieme na vzorky s esencidlnymi kyselinami
sabez nanocelulozy, je vidiet, Zze u vzoriek snanocelulézy dochadzalo k stratam

konzistencie postupne, pricom pri vzorkach bez nanoceluldézy doslo uz v ramci 3. dna
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k prudkému poklesu konzistencie. VSetky vzorky esencidlnych kyselin ale mali podobnu

stratu konzistencie v 9. dni.

6.6 Meranie hnednutia

V Tab. 14 je vidiet, ze vo vSetkych pripadoch vzoriek s antioxidatmi doslo k vyraznemu

spomaleniu hnednutia. Tento dej bolo mozné zazriet’ aj vol'ne okom, vid’. obr. 25-27.

Tab. 14 Namerané hodnoty absorbancie

0. den 3. den 6. den 9. den
voda 0,077 +0,1 | 0,076+ 0,006 | 0,10+ 0,04 | 0,093+0,014
0,078+
Voda + antioxidanty 0,067 +0,1 | 0,094+ 0,002 0,008 0,094+ 0,008
7:CH + antioxidanty 0,074+ 0,1 | 0,111+0,008 | 0,08+ 0,02 0,09+ 0,03
0,102+
Z:CH + CNC + antioxidanty 0,064+ 0,1 | 0,098+0,016 0,009 0,096=+ 0,007
Z:CH + skorica + antioxidanty | 0,086+0,1 | 0,097+0,017 | 0,11£0,02 | 0,103+ 0,014
7Z:CH + tymian + antioxidanty | 0,091+ 0,1 0,12+ 0,03 0,13+ 0,04 0,096+ 0,06
Z:CH + CNC + 8korica + 0,081+
antioxidanty 0,067+ 0,1 | 0,104+0,019 0,004 0,068+ 0,002
Z:CH + CNC + tymién +
antioxidanty 0,078+ 0,1 0,15+ 0,02 0,11+ 0,02 0,13+ 0,04
0,044+ 0,044+
Etanol 0,001 0,044+ 0,001 0,001 0,044+ 0,001

U vzoriek bez antioxidantov doSlo k vyraznemu zhnednutiu uZ v 2. dni v porovnani

so vzorkami, ktoré antioxidanty obsahovali. V poslednom dni merania (Obr. 25) boli

vzorky bez antioxidantov chytené uz plesiiou. Preto sme sa rozhodli d’alej v merani

nepokracovat’.
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Obr. 22 Porovnanie rychlosti hnednutia vzoriek s a bez pridavku antioxidantov

Obr. 23 Na l'avo vzorky s antioxidantmi v 0. den, na pravo vzorky bez antioxidantov
v rovnakom Case
*legenda: miska nalavo: 1 — voda, 2 — voda + antioxidanty, 3 — Z:CH + antioxidanty, 4 — Z:CH+ CNC + antioxidanty, 5
- Z:CH+ skorica + antioxidanty, 6 - Z:CH+ tymian + antioxidanty, 7 - Z:CH+ CNC + tymian + antioxidanty 8 - Z:CH+
CNC + skorica + antioxidanty, miska napravo.: 1 —voda, 2 — Z:CH, 3 — Z:CH + CNC, 4 - Z:CH+ Skorica, 5 - Z:CH+
tymian, 6 - Z:CH+ CNC + tymian, 7 - Z:CH+ CNC + $korica
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Obr. 24 Nal'avo vzorky s antioxidantmi v 3. de, napravo vzorky bez antioxidantov
v rovnakom Case

*legenda: miska nalavo: 1 — voda, 2 — voda + antioxidanty, 3 — Z:CH + antioxidanty, 4 — Z:CH+ CNC + antioxidanty, 5
- Z:CH+ Skorica + antioxidanty, 6 - Z:CH+ tymian + antioxidanty, 7 - Z:CH+ CNC + tymian + antioxidanty 8 - Z: CH+
CNC + skorica + antioxidanty, miska napravo: 1 —voda, 2 — Z:CH, 3 — Z:CH + CNC, 4 - Z:CH+ Skorica, 5 - Z:CH+
tymian, 6 - Z:CH+ CNC + tymian, 7 - Z:CH+ CNC + $korica

Obr. 25 Na l'avo vzorky s antioxidantmi v 6. def, na pravo vzorky bez antioxidantov
v rovnakom c¢ase

*legenda: miska nalavo: 1 —voda, 2 — voda + antioxidanty, 3 — Z:CH + antioxidanty, 4 — Z:CH+ CNC + antioxidanty, 5
- Z:CH+ Skorica + antioxidanty, 6 - Z:CH+ tymian + antioxidanty, 7 - Z:CH+ CNC + tymian + antioxidanty 8 - Z:CH+
CNC + Skorica + antioxidanty, miska napravo: 1 — voda, 2 — Z:CH, 3 — Z:CH + CNC, 4 - Z:CH+ S$korica, 5 - Z:CH+
tymian, 6 - Z:CH+ CNC + tymian, 7 - Z:CH+ CNC + Skorica
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6.7 Mikrobiologicka analyza

V tabul’ke (Tab.15) je mozné vidiet vysledky nérastu mikroorganizmov na danych
médiach v zavislosti na Case. V dni, kedy sa jablka pripravovali, je vidiet, ze nedoslo
k narastu ziadnych mikroorganizmov, ¢o je vysledkom predvedenej spravnej aseptickej
préci.

V 3. dni ostali prevazne vSetky vzorky bez narastu mikroorganizmov az na kontrolné
vzorky vody, kde doSlo k premnozeniu baktérii na PCA agare, plesni a kvasiniek
na CHYGA agare. Ziadne koliformné baktérie na tychto médidch nenarastli. Prvy narast
mikroorganizmov u vzoriek s esencialnymi olejmi doslo az v 6. dni, konkrétne u vzoriek
so Skoricou, kde doSlo k prerasteniu najmé plesni. Prvé kolonie sa objavili aj na vzorke
s tymianom s CNC, kde na PCA doslo k narastu log 2,6 CFU/g alog 2,8 CFU/g plesni
a kvasinieck na CHYGA agare. V9. dni dosSlo k prerasteniu na PCA agare takmer
u vSetkych vzoriek. U vzorkach s tymianom a so Skoricou s CNC doslo taktiez k narastu
plesni. Na VRBA agare nedoSlo k narastu koliformnych baktérii takmer v Ziadnom
pripade. Na jablkach sa koliformné baktérie neocakavali, ich narast u niektorych vzoriek

mohlo byt’ nasledkom sekundarnej kontaminacie.

Tab.15 Narast mikroorganizmov na PCA, CHYGA a VRBA u vzoriek v zavislosti na Case

0. deni (log CFU/g) 3. deni (log CFU/g) 6. den (log CFU/g) 9. deii (log CFU/g)
PCA | Chyga | Vrba PCA | Chyga [ Vrba PCA | Chyga [ Vrba PCA | Chyga [ Vrba

1| <23 | <23 | <23 | 43 | 543 | <23 | 43 | 543 | <23 | >43 | >43 | <23
2 | <23 [ <23 [ <23 | 43 | 543 | <23 | 43 | 543 | <23 | >43 | >43 | <23
3 [ <23 | <23 | <23 | <23 34 | <23 38 | >43 34 | >43 | >43 | >423
4 | <23 [ <23 [ <23 | <23 | <23 [ <23 | >3 | >43 35 | >43 | >43 1,6
s | <23 | <23 [ <23 [ <23 | <23 | <23 24 | >43 | <23 | >43 27 | <23
6 | <23 | <23 [ <23 | <23 | <23 | <23 | <23 [ <23 | <23 | >43 3,6 23
7 | <23 | <23 [ <23 | <23 | <23 | <23 | <23 | <23 | <23 32 3,5 2,7
8 | <23 | <23 [ <23 | <23 | <23 | <23 2,6 28 | <23 | >43 33 | <23

*1= voda, 2= Voda + antioxidanty, 3= Z:CH + antioxidanty, 4= Z:CH + CNC + antioxidanty, 5= Z:CH + skorica +
antioxidanty, 6= Z:CH + tymian + antioxidanty, 7= Z:CH + CNC + Skorica + antioxidanty, 8= Z:CH + CNC + tymian +
antioxidanty

U vSetkych vzoriek je vidiet, Ze najviac stabilné boli vzorky s esencidlnymi olejmi
vo vSetkych pripadoch az do 6. dila, v porovnani s kontrolami, kde k prepuknutiu doslo uz
v 3. dni. Je teda mozné povedat’, Ze antimikrobidlna aktivita esencidlnych olejov posobila
pozitivne a inhibovala rast mikroorganizmov. TaktieZ na inhibovanie rastu malo zasluhu aj
nanoceluloza, ktord je taktiez znama pre svoje antimikrobialne Gc¢inky voci Sirokej Skale

baktérii a plesni (Faiz, et al, 2021).
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6.8 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza bola predvadzand u 7 respondentov, ktori dostali slepé vzorky, teda

o zlozeni danych roztokov neboli informovani. (Vid'. priloha 1)

Tab. 16 Vyhodnotenie senzorickej analyzy

voda + Z:CH + Z:CH + CNC + Z:CH + tymian Z:CH + $korica Lohiscia e din Ene

= antioxidanty antioxidanty antioxidanty + antioxidanty + antioxidanty ant;ror:;i';;w a:tlfwg;!:;r:w

= 1 - vynikajuci 3 7 4 8 4 3 6 3
& 2 - chvélitebny 1 4 3 4 2 5
‘: 3-dobry 4 1 1
= 4 - neuspokojivy
= 5 - neprijatelné/nevyhovujlce
= 1 - vynikajici 7 5 2 2 il 1 2 1
g 2 - chvélitebny 1 1 3 4 1 1 1 o
2 3 - dobry 2 3 4 5 3 2
E 4 - neuspokojivy 2 2 1 1

5 - neprijatelné/nevyhovujlce 1
S 1 - vynikajuci 5 3
2 2 - chvélitebny 1 2 3 2 2
: 3 - dobry 1 3 2 2 1 1
:E. 4 - neuspokojivy it 4 4 2 3 1 3

5 - neprijatelné/nevyhovujlce 1 6 3 2

Vysledky hodnotenia (Tab. 16) vzhladu nepoukazuji jednozna¢ne na znacny rozdiel
vo vzhlade a farbe. Je to pravdepodne sposobené tym, ze respondenti vzorky testovali

¢erstvo po obaleni. Teda rozdiel vo farbe a vzhl'ade je za takyto kratky ¢as vel'mi nepatrny.

Vysledky u konzistencie ukazali, Ze najviac preferovanym vzorkom bolo jabi¢ko vo vode.

Najhorsie hodnotené boli vzorky s esencidlnymi olejmi.

Voéna a chut’ boli najpozitivnejSie hodnotené u oboch variant s vodou. NajhorSie boli
hodnotené¢ vzorky s tymianom. Chut’ tymidnu bola tak vyrazna, Ze na jazyku zanechéavala
palivy pocit. Druhym najhorSie hodnotenym vzorkom bola vzorka so Skoricou. Chut
Skorice bola oproti tymidnu viac znaSatelnd, no vacSine respondentov jej koncentracia

vadila.

Po ukonceni celej senzorickej analyzy bol vedeny kratky rozhovor s respondentmi. Vsetci
oznacili vzorky s esencidlnymi olejmi s nanocelulézou za menej aromatické, ako
bez nanocelulézy. Nanoceluloza pohitila East’ aromatickych latok, ¢o viedlo k vysledku

zniZeniu intenzity chuti esencialneho oleja.
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ZAVER

Praca bola zamerana na pripravu antimikrobialnych roztokov, konkrétne 6 roztokov na
bazy zeinu-chitosdnu v pomere 7:1 a dvoch kontrol vody, konkrétne vody samostatnej a
vody obohatené o antioxidanty. VSetky zein-chitosanové roztoky boli postupne obohatené
o dalSie latky ako nanoceluldza (0,1%), antioxidanty ako kyselina citronova (1%) a
askorbova (1%) a esencidlne oleje ako tymian (2%) a Skorica (2%). Tieto roztoky boli
néasledne aplikované na jablka ervené (odroda Gala, Sampion) a sledovali sa fyzikalne,
chemické a mikrobiologické zmeny pocas doby uchovévania, ktora bola 9 dni. V cCase
odberu (0., 3., 6. a 9.) bola vykonana Siroka skala testov, kde sa pozorovali zmeny medzi

jednotlivymi odberami.

Z merani boli vykonané zeta potencial a viskozita. Tieto testy sa predvadzali na samotnych
roztokoch. Pri merani zeta potencidlu sa ukazalo, ze pridavok antioxidantov posobilo
kladne na aminoskupiny v chitosdne, preto dochddzalo k vzrastu do kladnych hodndt
oproti vzorkam bez antioxidantov. Ked’ze za stabilné Castice sa bert Castice s viac ako
30 mV, z pomedzi vSetkych vzoriek sa ukdzala vzorka so Skoricou, nanocelul6zou a
antioxidantmi, s hodnotou 28 mV. Meranie viskozity ukazalo, Zze ¢im sa toho do roztoku
viac pridalo, tym viskozita klesala. Preto najvysSia viskozita bola namerana u cistych
vzoriek zein-chitosanu (4,57 + 0,18), naopak najnizSia u zein-chitosdnu so Skoricou
(3,18 +£ 0,08). Pokles viskozity po pridani vzoriek moZze byt ndsledkom narusenia sil medzi

zeinom a chitosanom.

V case odberoch boli vykonané testy ako pH, strata vdhy, zmena textury, zmena hnednutia
a zarovef bola vykonana mikrobiologicka analyza. Co sa tyka pH, jeho hodnota zavisi na
obsahu kyselin. Oc¢akava sa, ze asom tieto kyseliny sa za¢nu Stiepit, a tak dojde k narastu
pH. U vzoriek, ktoré boli obohatené o esencidlne oleje, dochadzalo poc¢as vsetkych 9 dni
k minimalnym zmendm v pH. Naopak k poklesu pH dochadzalo u kontrol, kde
nedochadzalo k ofakdvanému ndrastu, ale naopak k poklesu pH. KedZe vzorky kontroly
boli oproti ostatnym vzorkam rychlejSie skazené, je mozné, Ze pritomna mikroflora
metabolizovala produkty, ktoré pH znizovala. Pre porovnanie bolo vykonané 3. meranie
u vzoriek, ktoré neboli obohatené o antioxidanty. U tychto vzoriek sa hypotéza narastu pH
potvrdila u vSetkych vzoriek, vratane u tych, ktoré boli obohatené o esencialne oleje
(Obr. 18). Je teda mozné povedat, Ze na stabilitu pH mal vplyv nie len pridavok
esencidlnych olejov, ale aj antioxidantov. U straty vahy nedoslo k vyznamnym vysledkom

v porovnani s kontrolou. Naopak najvyssia strata vahy bola zaznamenana u roztoku zein-
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chitosan obohaten¢ho o antioxidanty, kde aj v porovnani s kontrolou boli straty na véahe
vyssie. U textirometru boli merané dve veliiny - pevnost’ a konzistencia. V obidvoch
pripadoch doslo k podobnym vysledkom. NajstabilnejSia strata v texture bola u vzoriek
obohatenych o esencidlne oleje, kde doSlo k strate textiry v 3. dni a nasledujice dni
k vyraznym zmenadm nedochéadzalo. Naopak u ostatnych vzoriek dochadzalo k linearnemu
narastu straty. Taktiez bolo preukdzané, Ze vzorky obohatené o nanocelul6zu boli o nieco
menej nachylné na stratu oproti vzorkdm bez nej. Meranie hnednutia predstavovalo, ako
rychlo vzorky v zavislosti na ¢ase zhnednu. Kedze vplyv esencidlnych olejov nemal
vyrazny vplyv na hnednutie, naopak vzhl'adovo vzorky vyzerali hnedSie oproti kontrolam,
preto sa porovnanie pouzilo doplnkové meranie sady bez antioxidantov. U tychto dvoch
sadach bolo hned’ uz po 1. dni vidiet’ velké rozdiely, kde u vzorkdch bez antioxidantov
bolo v porovnani s tymi obohatenymi vyrazne viac zhnednuté, oproti tym obohatenymi.
Vysledky sa preukazali nie len na zdklade nameranych absorbancii, ale aj vizualne. Je teda
mozné povedat, ze pridavok antioxidantov malo vyrazne pozitivny vplyv na vzhlad
jabigiek. Mikrobiologické testovanie ukazalo, Ze vzorky obohatené o esencialne oleje su
najviac stabilné, respektivne mali vyznamny vplyv na prediZenie trvanlivosti jabicok.
Okrem esencialnych olejov mali vplyv na trvanlivost’ aj vzorky obohatené o nanocelul6zu,
ktora taktieZ napomahala k podpore stability a prediZeniu trvanlivosti. Pre porovnanie,
kontroly vody k doSlo vyraznému narastu baktérii a plesni uZ v 3. dni, naopak u ostatnych
vzoriek doSlo k narastu mikroorganizmov az v 6. dni. U vzorky tymidnu s antioxidantmi a
vzorky Skorice, antioxidantov a nanocelulézy, nedoSlo k Ziadnemu narastu

mikroorganizmov az do 9. dna.

Ako doplnkové testovanie bola vykonana senzorickd analyza, ked’Ze ide o jedlé obaly, teda
moznosti konzumadcie obalu spolu s potravinou. Vzorky boli hodnotené¢ medzi siedmimi
respondentmi, ktori hodnotili znaky ako vzhl'ad, konzistencia, chut' a vona. Vzhladovo
nedoslo takmer k Ziadnym dolezitym vysledkom, ked'Zze vzorky boli testované v den
namacania do roztokov. Vyznamné zmeny boli namerané najmé u konzistencie, chuti a
vone, kde vo vSetkych pripadoch boli viac preferovanymi vzorky kontrol, teda voda a voda
obohatend o antioxidanty. Naopak najmenej preferovanymi vzorkami boli vzorky
s tymidnom. Chutovo bol tymian vel'mi vyrazny, az na jazyku palil. Tato vlastnost’ bola
mierne zmiernena u vzorky s pridavkom nanoceluldzy, ktord ¢ast’ aromatickych latok
esencialneho oleja pohitila. Vzorky korice boli viac preferovanejsimi, no stale boli vzorky

vyrazne aromatické a jabi¢ko tak stracalo svoju prirodzenost.
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Kedze v poslednych rokoch sa kladie vel'kd pozornost’ na znizovanie odpadu, najmi
plastov, do popredia sa tak dostavajii moznosti biodegrabilného balenia, medzi ktoré patria
aj jedl¢é obaly. Kedze biopolyméry, ktoré tvoria matricu obalu, nevykazuji dostato¢nt
mechanicku a biologicktl ochranu, mnoho vyskumov sa zameriava na pridani bioaktivnych
latok, ktoré maju zlepSit' vlastnosti ochrany. Vdaka tejto praci bolo potvrdené, ze
esencidlne oleje Skorica a tymian maji vyznamny vplyv a skvely potencial ovplyvnit
pozitivne vlastnosti jedlych obalov. Ich vyuzitie anajmid znizenie koncentracii

na pozivatel'né hodnoty, by mohli byt’ vecou buduceho vyskumu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Z:CH

CNC

PCA

VRBA

CHYGA

Zein - chitosan
Nanoceluloza

Plate count agar
Violet Red Bile Agar

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

ZOZNAM OBRAZKOV

Obr. 1 Chemicka struktura celuldzy (Merck, 2022) ......cccuveeciieeiiieeiieeeee e 15
Obr. 2 Pektin a pektindza (Merck, 2022) .......cceeviiiiiieriieeiieiee ettt 16
ODI. 3 SKIOD (MEICK, 2022)......veeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e 16
Obr 4 , 1a A — karagenan (Ruiter, Rudolph, 1997).......ccccoiiiiiiiiiiieieieeeeceeeeei 18
Obr. 5 Struktura kolagénu (Walimbe, Panitch, 2020) .........c.oveueueeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
Obr. 6 Zelatina (ResearchGate, 2022) ...........cooeieeveeeeeeeeeeeeeeseeeesesseeseess e s e 21
Obr. 7 Hodvabny fibroin (Science direct, 2022) ......cceeevevieeiieeeiieeeieeeeieeeeveeeeveeevee e 22
Obr. 8 Chitosan (MErck, 2022) .......cecuieiiieiiieeiieriie ettt et eseee et eeveeseaeebeessaeesseessseensaens 23
Obr. 9 Vitamin C (Merck, 2022) ....c.eoiiiiiieiieieeee ettt ettt 26
Obr. 10 a-Tokoferol (Merck, 2022)........c.cociieiieiieeiieiie ettt ettt reesve e e seseenneens 27
Obr. 11 Kyselina benzoova (Merck, 2022)........cceiiiieiieiiieieeeieeiee et 29
Obr. 12 Sorban draselny (Merck, 2022) .......cccvieriiriiieriieeiienee et eereeseee e e seneeaee s 30
Obr. 13 Kyselina propionova (Merck, 2022)........cooouieriiiiiiiiiieiieerieeeeeee et 30
Obr. 14 Kyselina octova (Merck, 2022) .......cccvieriieriieiieeie ettt eveesieeeveeseae e 31
Obr. 16 Roztoky polymérov zein-chitosanovych a vody s antioxidantmi (€.2) .................. 44
Obr. 17 Grafické zndzornenie narastu a poklesu zeta potencidlu u roztokov a ich namerané
PH ROANOLY ittt ettt et e st e et esnaeenseen 49
Obr. 18 Grafické znazornenie zmeny pH v €ase u vzoriek s antioxidantmi...........c...c....... 52
Obr. 19 Grafické znazornenie zmeny pH v €ase u vzoriek bez antioxidantov.................... 52
Obr. 20 Grafické znazornenie straty vahy v odberoch 3., 6., 2 9. dni ......ccccvvvvieenneennnen. 54
Obr. 21 Percentudlna strata pevnosts (%0) ...eeeveerueeriieiieeiieiee ettt 56
Obr. 22 Grafické znazornenie straty konzistencie (%) v zavislosti na €ase ..........c..c.ee....... 57
Obr. 23 Porovnanie rychlosti hnednutia vzoriek s a bez pridavku antioxidantov ............... 59

Obr. 24 Na lavo vzorky s antioxidantmi v 0. den, na pravo vzorky bez antioxidantov
V TOVIAKOI CASE ...ueviiniieiiietieeiie ettt et e ettt e sttt et e s tte et esneeebeeeateenbeessaeenseesseeenseesnseenseans 59

Obr. 25 Nalavo vzorky s antioxidantmi v 3. defi, napravo vzorky bez antioxidantov
V TOVIAKOI CASE ..vevteriientieiteettete et et ste et ettt e e sat e st e et e est e s bt et e e st e sbee bt eatesbtenbeentesaeenseenneas 60

Obr. 26 Na lavo vzorky s antioxidantmi v 6. den, na pravo vzorky bez antioxidantov
V TOVIAKOI CASE ..vevteriientieiteettete ettt et e st et ettt et sate st e et e estesb e et e e st e sate bt e st e sbeenbeentesaeenseennens 60



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 77

Z0OZNAM TABULIEK

Tab. 1 Moznosti aplikacie ChItOSANU ..........ceciiieiiieeiieciee e e 24
Tab. 2 Moznosti aplikacie extraktov z ¢aju ((Brewer, 2011), (Thi-Nga, 2021) .................. 27
Tab. 3 Moznosti aplikacie ovocnych semien (Thi-Nga, 2021).......cccceeveiieeiiieeniieeeieeeen. 28
Tab. 4 Vyznamné antimikrobidlne zlozky esenciédlnich olejov (Brewer, 2011).................. 32
Tab. 5 Zoéna inhibicie (mm) Skoricového oleja a extraktu proti baktériam a hubam na
Mueller-Hinton agare(Gupta, ef al, 2008) ......c.ceevieriieriieiiieeieeiieeeie ettt eeeeveesne e 33
Tab. 6 Pracovné roztoky a iCh ZIOZENIe ...........ccevuiiieiiieeiiiececee e 44
Tab. 7 Pracovné roztoky, pridavky jednotlivych zIoZiek ..........ccccocvreviieniiniiiniieiieeieees 44
Tab. 8 Namerané hodnoty zeta potencCialu............coocuieiiiiiiiiiiiiiiieeee e 48
Tab. 9 Namerané€ hodnoty VISKOZILY .........cccveeiieriiiiiieiieeiieie et 50
Tab. 10 Namerané hodnoty pH........ccooiiiiiiiiiiieee e 51
Tab. 11 Strata vahy v odberoch 3., 6.2 9. defl (%0)....ccoveeeiiirieeiiiiieeieerie et 53
Tab. 12 Namerand hodnoty PEVNOS .......cecueeriieiiieiiieiieeiteiee ettt 55
Tab. 13 Namerané hodnoty KONZIStENCIC.........c.cecuieriieriieeiieiie et saee e e eere e 57
Tab. 14 Namerané hodnoty absorbancie............cceevueeriieiiiiiiieiiieie e 58

Tab.15 Narast mikroorganizmov na PCA, CHYGA a VRBA u vzoriek v zavislosti na Case



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

SEZNAM PRILOH

PRILOHA P I: PROTOKOL PRE SENZORICKU ANALYZU

—_ . . . Univerzita Tomase Bati ve Zliné, Fakulta technologicka
Univerzita Tomase Bati

Fakulta technologicka

Protokol pre senzorické hodnotenie jabik obalenych v jedlych

USTAV TECHNOLOGIE
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Skupina: Podpis:

Uloha 1: Hodnotenie farby, konzistencie, voni a chuti

Pomocou stupnice ohodnot'te farbu a vzhl'ad, konzistenciu, véiiu a chut predloZenych vzorkov.
Vysledky zapiste do tabulky.

Vzorka Vzorka Vzorka | Vzorka
A B C D

Vzhlad a farba
konzistencia

Vona a chut’

Vzorka | Vzorka Vzorka | Vzorka
E F G H

Vzhlad a farba
konzistencia

Vona a chut’

Stupnica pre vzhl’ad a farbu:

1. Vynikajuce - charakterické pre jabitko, bez znamok hnednutia,

2. Chvalitebné - menej vyrazné ako u prvého stupna

3. Dobré - menej vyrazné ako u druhého stupiia, jemné zndmky hnednutia
4. Neuspokojivé - jablgko prilis zhnednuté, znamky zvrastenia sa,

5. Neprijatené/nevyhovujice - hnedé, zvrastené,

Stupnica pre konzistenciu:
1. Vynikajuce - typické na jabicko, prijemne tuhd, §favnatd
2, Chvalitebné - menej vyrazné ako u prvého stupfia

3. Dobré - menej vyrazné ako u druhého stupiia, mierne mac¢naté
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4. Neuspokojivé - vyrazne micne, nie je Stavnaté,

5. Neprijatené/nevyhovujice - muéne, nestavnaté, konzistencia netuhd

Stupnica pre voiu

1. Vynikajuce - Typické pre jabi¢ko a (pripadne olejoch = tymian, skorica), svieza
2 Chvalitebné - menej vyrazné / trochu vyrazné

3 Dobré - malo vyrazné / prili§ vyrazné

4, Neuspokojivé - nevyrazné / vyrazné

5 NeprijateI'né/nevyhovujuce - hnijuca / stipl'ava po pouzitych surovinach

Stupnica pre chut’

1. Vynikajuce - Typické pre jabi¢ko a (pripadne olejoch = tymian, skorica), svieza
2 Chvilitebné - menej vyrazné / trochu vyrazné

3 Dobré - malo vyrazné / prili§ vyrazné

4, Neuspokojivé - nevyrazné / vyrazné

5 Neprijatel'né/nevyhovujice - hnijlica / Stipl'ava po pouzitych surovinach






