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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou ptipravy a vlastnosti antibakterialnich chitosa-
novych filmu a roztoki. Teoreticka ¢ast je zamétena na charakteristiku chitosanu, jako vy-
znamného zéstupce polysacharidi, dale pak na vyuziti chitosanovych a dalsich biopolymer-
nich film1, zejména pak v potravinafstvi a zdravotnictvi. Posledni ¢ast je vénovana slozeni

a vlastnostem esencialnich oleji se zaméfenim na olej tymianovy.

Prakticka cast zahrnuje chromatografickou analyzu pouzitych esencidlnich olejii. Dale se
soustiéd’uje na ptipravu a charakterizaci chitosanovych roztokti a filmi, zejména na fyzi-

kalni a povrchové vlastnosti, které maji vyznamny vliv na aplikace v praxi.

Kli¢ova slova:

Antimikrobidlni aktivita, emulgator, esencidlni olej, fyzikalni vlastnosti, chitosan, tymia-

novy ole;j.

ABSTRACT

This thesis studies preparation and properties of antimicrobial chitosan films and solutions.
The theoretical part is focused on characterization of chitosan as important polysaccharide,
and application of chitosan and other biopolymer films, especially in food industry and he-
alth care. The last part is devoted to the composition and propertiesof essential oils, with the
accent on thyme oil. The practical part includes chromatographic analysis of applied essen-
tial thyme oils. Also, the preparation and characterization of chitosan films/solutions, mainly
their physical and surface properties with a significant impact for practical applications, were

investigated

Keywords:

Antimicrobial aktivity, chitosan, emulsifier, essential oil, physical properties, thyme oil.
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UvVOD

Chitosan patii diky svym vyhodnym biologickym vlastnostem mezi velmi zajimavé materi-
aly, které jsou intenzivné studovany za ucelem vyuziti v fad¢ primyslovych oblasti. Jeho
modifikace prostfednictvim riiznych aktivnich latek ptfedstavuji nové moznosti vyvoje na-
ptiklad pro kosmetiku, zdravotnictvi, ¢i potravinafstvi. JelikoZ soucasnym trendem je mini-
malizovat obsah chemickych pfisad, jsou esencialni oleje vhodnou alternativou k syntetic-
kym antimikrobidlnim latkdm. V dnesni dobé jsou naptiklad velmi rozsifeny potravinarské
aplikace chitosanovych filmt s esencialnimi oleji, které maji zabranit mikrobialni kontami-
naci potravin a prispivat tak k prodlouzeni jejich Zivotnosti. Pro své aroma jsou nejvice vy-
uzivany esencialni oleje tymianu a bazalky, které jsou vhodné pro vyrobu ochrannych obalil
na masné a rybi vyrobky ¢i zeleninu. Jejich antimikrobialni a antioxidacni vlastnosti zavisi
na obsahu u¢innych latek, jako je karvakrol, eugenol nebo thymol. Vyuziti chitosanu a chi-
tosanovych filml s esencialnimi oleji roste i v oblasti zdravotnictvi, kde se uplatituji napfi-
klad ve formé& obvazového materidlu, nebo v systémech s fizenym uvoliilovdnim lé€ivych
latek. Chitosan se také podili na zastavé krvaceni sraZenim krve a je schopen podporovat

hojeni ran.

Vyznamnym faktorem v oblasti dané problematiky je zajiSténi stability biopolymernich sys-
témi a optimalizace jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. PfedloZen4 diplomova prace se
zabyva piipravou a studiem roztoki a filml na bazi chitosanu a tymianového esencidlniho
oleje v kombinaci s riznymi neionickymi emulgéatory. Cilem bylo sledovat vliv této modifi-
kace na bariérové, strukturni, povrchové a anitmikrobidlni charakteristiky vyslednych sys-

témd, které zasadné ovliviiuji jejich praktické aplikace.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou biologické polymery, které maji nepostradatelny vyznam v ptirodé
u rostlin, zivoCicht, hub a mikroorganismii (celuldza, chitin, pektin, hemicelul6za), ale jsou
ve velké mife vyuzivany i v potravinaistvi, farmacii a dalSich primyslovych odvétvich [1],

[2, str. 4].

Molekuly polysacharidii obsahuji ve své struktufe vice jak deset sacharidovych jednotek,
které jsou navzajem spojeny glykosidickymi vazbami. Jednotlivé polysacharidy mohou byt
tvoteny identickymi monosacharidy, v tomto pfipadé se jednd o homopolysacharidy, anebo
jsou zakladni stavebni jednotky rGzné, pak hovofime o heteropolysacharidech [1],
[3, str. 140]. Zékladnimi jednotkami jsou nejcastéji D-glukdza, D-galaktoza, D-mannoza, 2-

amino-2,6 deoxyglukéza, L-arabinoza, D-xyl6za a D-galakturonova kyselina [1].

Polysacharidy mizeme podle funkce dé€lit na zasobni (napt. Skrob, glykogen) a stavebni

(napf. celuldza, chitin).

1.1 Skrob

Skrob patii do skupiny zasobnich polysacharidil, které obsahuji ve svych strukturach méné
vodikovych miistkli nez polysacharidy stavebni, coZ ma za nésledek snazsi botnani a pfechod
do roztoku. Skrob je tvofen glukopyranézovymi jednotkami, které jsou spojeny glykosido-
vou vazbou. Jsou zde pfitomny dvé frakce, a to amyloza a vétveny amylopektin [3, str. 142—
143], [4, str. 66]. Amyloza je tvofena linearnimi fetézci glukézovych jednotek spojenych
vazbou a-D-(1— 4), kterd je rozpustna v horké vod€¢. Amylopektin ma vétvenou strukturu
s vazbami a-D-(1— 4) a a-D-(1— 6). V horké vodé je stabilni za tvorby koloidnich viskoz-
nich roztokl a mazl. Ve studené vod¢ je Skrob nerozpustny, pouze s minimalni absorpci

vody [4, str. 66]. Struktura Skrobu je znazornéna na obrazku €. 1.
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Obr. 1 Struktura skrobu [5]

1.2 Celuloza

Celuldza patii mezi homopolysacharidy, tvofené D-glukozovymi zbytky spojenymi (1— 4)
glykosidickymi vazbami (Obr. 2). Vznik intermolekularnich vazeb a nerozpustnost celulézy
v béznych rozpoustédlech je dan vyskytem vodikovych mistkt mezi glukozovymi zbytky
v sousednich fetézcich. Celuldza je schopna vodu pouze vazat a tim zvétSovat svilj objem
[2, str. 49], [3, str. 142], [4, str. 67]. Celul6zové materidly jsou hojné vyuzivany zejména pro
své dobré¢ fyzikalni vlastnosti. Ve zdravotnictvi jsou pouzivany ve formé obvazového a kry-

ciho biomateridlu, ktery ma fadu vyhod, jako naptiklad:

o obnovitelnost zdroji,
o Cistota,
o biologicka nezdvadnost,
o biodegradabilita [1].
CH,OH CH,OH CH,OH
H ¢—O H (;,—O H
|/gH H\I\O L \r\o v \F\O
NNGL T ONNEL AT NN
= Y Ty

H OH H OH H OH

Obr. 2 Struktura celulozy [6]
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1.3 Chitin

Chitin je v pfirod¢ druhym nejvyznamnéjSim polysacharidem po celuléze. Od celulozy
se lisi ndhradou hydroxylové skupiny na C)acetamidovou skupinou [2, str. 4], [3, str. 142],
[7], 8], [9]. Vyskytuje se nejcastéji v bunéénych sténach hub a tas, dale také u mnoha skupin
bezobratlych zivoc¢icht, jako jsou naptiklad mekkysi a ¢lenovci, kde plni podptrnou funkei
exoskeletu [8], [10, str. 16]. Chitin je vysoce hydrofobni, je nerozpustny ve vodé a vétSine¢
organickych rozpoustédlech. Rozpousti se naptiklad v hexafluoroisopropanolu, hexafluoro-

acetonu nebo dimetylacetamidu v pfitomnosti chloridu litného [11, str. 21].

Chitin je biokompatibilni, biologicky rozlozitelny, netoxicky a ma dobré adsorpéni vlast-

nosti, které jej pfedurcuji pro rizné primyslové aplikace [10, str. 3].

1.3.1 Struktura chitinu

Chitin je vysokomolekularni krystalicky polysacharid, jehoz struktura je tvoiena vyhradné
N-acetylovanymi D-glukosaminovymi jednotkami (Obr. 3). Jednotlivé fetézce jsou uspora-
dany ve vrstvach, pficemz v kazdé vrstv€ maji stejny smér a jsou spojeny vodikovymi vaz-
bami mezi dv€ma sousednimi fetézci. Existuji tfi polymorfni formy chitinu, a to a, B a y-
chitin, které se od sebe odlisuji usporadanim fetézcl. U a-chitinu vyskytujiciho se u krabi,
humrh a krevet maji sousedni (pfilehlé) listy opaény smér, a tim i antiparalelni fetézcové
uspofadani. Sousedni listy B-chitinu maji smér stejny a paralelni fetézcové uspotadani. U y-

chitinu mé kazdy tfeti list opacny smér k pfedchozim dvéma listim [8], [12].

CH,OH CH,OH

z
Z

Obr. 3 Struktura chitinu [13]
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1.4 Chitosan

Chitosan je biologicky odbouratelny biokompatibilni polymer ziskavany z obnovitelnych
prirodnich zdroja [7]. Z chemického hlediska je to linearni kopolymer jednotek D-glukosa-
minu a N-acetyl-D-glukosaminu, spojenych B-(1—4) vazbami, s pfevazujicim zastoupenim
D-glukosaminu (Obr. 4). Jde o krystalicky polymer, ale v porovnani s chitinem jsou sou-
sedni fetézce stejného listu vice vzdalené, a to z divodu odstranéni N-acetylovych skupin

pii transformaci z chitinu [8].

i H
""-.O OH,C Q
H H \ -
C/

Obr. 4 Struktura chitosanu [14]

Samotny chitosan je pfitomny v myceliich nékterych hub, v dneSni dobé se vSak ziskava
prevazné deacetylaci chitinu [1], [7], [8], [10, str. 3], [15, str. 2, 16], [16, str. 222-223]. Jako
chitosan se obvykle oznacuji produkty s vice nez 60% stupném deacetylace, nebo ty, které

mohou byt rozpustény ve zfedénych kyselinach [10, str. 16], [15, str. 2].
1.4.1 Vyroba chitosanu

1.4.1.1 Chemicka metoda deacetylace

Chitin je nejcastéji pfipravovan z exoskeletu krabl a krevet, které byly ziskany jako odpad
pfi zpracovani motskych zivocichii [8, str. 223], [10, str. 16], [ 15, str. 3], [16, str. 223]. Chitin
je zde pevné vazan s bilkovinami, anorganickymi latkami (CaCO3), pigmenty a lipidy. Di-
lezitym krokem pti vyrobé€ chitosanu z chitinu je deproteinizace a demineralizace, ktera se
provadi ptisobenim 1-2 M NaOH pfi teploté 70 °C a 1.25 M HCI pfi teploté mistnosti.
U obou postupti je tieba eliminovat riziko nezadouciho §tépeni chitinovych polymernich fe-
tézct a minimalizovat hydrolyzu glykosidickych vazeb béhem extrakce chitinu. Pigmenty
pritomné v exoskeletu koryst jsou extrahovany ethanolem a acetonem, ptipadn¢ oxida¢nimi

ginidly jako KMnO4[8], [15, str. 3].
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Samotna deacetylace mlize byt provedena kyselym i bazickym zptisobem. Vzhledem k cit-
livosti chitinovych glykosidickych vazeb ke kyselé hydrolyze se uptednostituje hydrolyza
bazicka. Deacetylace a-chitinu se provadi za pouziti silnych vodnych bazi pti teploté 90—
150 °C po dobu nékolika hodin, kdy vysledkem je chitosan se stupném acetylace 5-30 %.
Vysoké reakéni teploty vedou sice ke snizeni doby potiebné pro deacetylaci, ale zvysuji
riziko hydrolyzy polymernich fetézct. V pribéhu deacetylace a-chitinu ptisobi NaOH zpo-
¢atku na amorfni oblasti polymeru a posléze na oblasti krystalické. Deacetylace B-chitinu je
v porovnani s a-chitinem snazsi, a to z diivodu neptfitomnosti vodikovych vazeb mezi jed-
notlivymi listy ve struktufe, coz umoznuje lepsi pristup pro reakéni slozky. Vysledkem je

zcela amorfni produkt [8, str. 223].

Chitosan se specifickym stupném acetylace mize byt pfipraven N-acetylaci zcela deacety-
lovanych chitosanid. Chitosanova N-acetylace je provadéna za pokojovych teplot a homo-
gennich podminek, coz vede k ndhodnému zavedeni acetylovych skupin a minimalni hydro-
lyze polymernich fetézcii. Proces zahrnuje rozpusténi chitosanu ve zfedéném kyselém roz-
toku pred ptidavkem pomocného rozpoustédla a pridavkem acetyla¢niho reakéniho aceta-
nhydridu. Tento zplisob pfipravy je vhodny pro piipravu ve vodé rozpustnych chitosant

[8, str. 223].

1.4.1.2 Engzymatickda metoda deacetylace

Pouzitim chitin deacetylazy mizeme nahradit alkalickou metodu pro zisk vysoce kvalitniho
chitosanu enzymatickou cestou. Samotna chitin deacetyladza byla objevena u Mucor rouxii
nebo u Colletotrichum lindemuthianum [10, str. 16], [15, str. 7-8], [17, str. 26]. Chitin
deacetylazy jsou ziskavany i z dalSich zdrojt, které ovliviiuji relativni molekulovou hmot-
nost, izoelektricky bod a optimalni pH, coz vede k rozdilnym fyziologickym funkcim. Re-
ak¢ni mechanismus spociva v systematické enzymatické hydrolyze acetylu z neredukujiciho
konce vazebného mista poté, co se navaze na substratovy fetézec. Nasledné substrat opusti

a navaze se na jiny [ 15, str. 7-8].

Enzymatickd metoda snizuje miru znecisténi zivotniho prostiedi, spotfebu energie a také fesi
problém dosaZeni stabilniho stupné deacetylace a nizké relativni molekulové hmotnosti,
ktery vznika pii pouziti klasické chemické metody. Produkt ziskany enzymatickou metodou

muze byt pouzit pro vyrobu novych funkénich materialt [15, str. 7-8].
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1.4.2 Charakterizace chitosanu

vvvvvv

(DA) a primérna molekulova hmotnost (Mw) [8, str. 224], [15, str. 5]. Mezi dal§i vyznamné
charakteristiky se fadi viskozita ve vodnych roztocich, obsah suSiny, mnozstvi nerozpust-
nych necistot a obsah popela. Pro samotnou aplikaci chitosanu jako biomateridlu ma zasadni
vyznam mikrobidlni kontaminace, ptitomnost t€zkych kovti, obsah bilkovin a mnozstvi bak-

terialnich endotoxint [8, str. 224], [15, str. 5].

Stupent deacetylace (DA) je Casto uvadén jako dileZity parametr, ktery ur¢uje mnoho fy-
zkalné-chemickych a biologickych vlastnosti. Mezi tyto vlastnosti patii hustota naboje, krys-
talinita, rozpustnost, hydrofilita, degradace. Stupen deacetylace je zpravidla fizen zptisobem
zpracovani prirozeného polymeru alkalickymi latkami. Pro stanoveni stupné deacetylace
byla zavedena fada metod zahrnujici elementarni analyzu, koloidni titraci polyanionem, ad-
sorpci barviva, spektroskopii v ultrafialové (UV) a infraervené (IR) oblasti, infra¢ervenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci (FT-IR), plynovou chromatografii (GC), vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), skenovaci kalorimetrii ¢i nuklearni magnetic-
kou rezonanci ('H-NMR), ktera je jednou z nejpiesnéjsich [8, str. 224], [15, str. 7-8],
[16, str. 228-229].

Molekulova hmotnost komeréniho chitosanu se liSi v zavislosti na zdroji, podminkach
deacetylace a pohybuje se v rozmezi od 10* do 10° g/mol. Pro odhad priimérné molekulové
hmotnosti je vyuzivano nékolik metod jako kapilarni viskozimetrie, ultracentrifugace a roz-
meérove vylucovaci chromatografie (SEC) ve spojeni s rozptylem svétla. Nejjednodussi me-
todou pro stanoveni je viskozimetrie, kterou ovSem nelze ziskat absolutni hodnotu

[8, str. 224], [15, str. 227].

Rozpustnost chitosanu zavisi na hustoté ndboje, stupni deacetylace, délce fetézce, distribuci
N-acetylovanych glukosaminovych jednotek a také na pH prostiedi, iontové sile a dielek-
trické konstanté¢ média. Chitosan s vysokym stupném deacetylace vykazuje i vySsi rozpust-
nost, jelikoz ta zavisi na mnozstvi protonovanych aminoskupin v polymernim fetézci, a tedy
1 podilu acetylovanych a neacetylovanych glukosaminovych jednotek. Po protonaci dochazi
k elektrostatickému odpuzovani mezi NH3" skupinami a nésledné k destrukci vodikovych
vazeb mezi fetézci, coz ma za nasledek zvyseni rozpustnosti. Vlastnosti chitosanu jsou silné
ovlivnény 1 pH prostiedi. Chitosan je silnou bazi, jehoz primarni aminoskupina disponuje

hodnotou pK 6.3. Pfi nizkém pH se aminy protonuji a stdvaji se pozitivn¢ nabité, coz €ini
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chitosan ve vod¢ rozpustnym. Na druhé stran¢ pii zvySujicim se pH nad hodnotu 6 dochazi
k deprotonaci chitosanovych aminti, polymer ztraci naboj a stava se nerozpustnym. Pii pH
6—6.5 muze dochézet ke sraZzeni nebo gelovaténi roztoku, kdy dochazi k tvorbé komplexu

polyiontl s aniontovym hydrokoloidem za tvorby gelu [8, str. 224], [16, str. 228].

1.4.3 Biologické vlastnosti chitosanu

Pro své vlastnosti, kterymi jsou biokompatibilita, biodegradabilita nebo netoxicita, je chi-
tosan vyuzivan v mnoha biomedicinskych oblastech. Biologickd odbouratelnost chitosanu
je déna pfitomnosti mnoha protedz jako je pepsin, lysozym nebo papain, které jsou ptitomny
v télech savci. Jejich hlavnim tkolem je degradace chitosanu na netoxické oligosacharidy,

které jsou nasledné zaclenény do metabolickych drah nebo vylouceny [10, str. 19-20].

Biokompatibilita chitosanu byla prokézdna na fadé bunéénych linii in vitro, jako jsou napfi-
klad fibroblasty, endotelialni, epitelidlni a myokardidlni buiiky, hepatocyty a chondrocyty.
Dalsi studie odhalily vliv stupné deacetylace (DA) na toxicitu, kdy bylo prokazano, ze chi-
tosan s DA nad 35 % je méné toxicky. Naopak molekulovd hmotnost na toxicitu chitosanu

vliv nema [10, str. 19-20].

Chitosan vykazuje 1 dal$i vlastnosti jako analgetické, protinadorové, hemostatické, hypo-
cholesterolemické a antioxida¢ni. VEtSina z nich je prisuzovana jeho kationické povaze. Di-
lezity je ale 1 stupenn deacetylace a molekulova hmotnost. V Tabulce 1 jsou uvedeny biolo-

gicke vlastnosti chitosanu a faktory, které je ovliviiuji [10, str. 19-20].

Tab. 1 Viastnosti chitosanu [10, str. 19-20]

Vlastnost/ucinek Faktor
Biodegradabilita DA, distribuce acetylovych skupin, Mw
Biokompatibilita DA
Hemostaticky DA, Mw
Zlepseni adsorpce DA
Antimikrobika Mw
Antioxidacni DA, Mw
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1.4.4 Antimikrobialni aktivita chitosanu

Chitosan vykazuje Sirokospektralni antimikrobialni aktivitu proti bakteriim, kvasinkdm
a plisnim. Je efektivni proti Gram-pozitivnim (G") a Gram-negativnim (G°) mikroorganis-
mum jako jsou Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Listeria monocy-
togenes, Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida, Aspergillus
a mnoho dalSich. Této aktivity je mozné vyuzit naptiklad pti vyrobé ochrannych obalovych
materiald pro potraviny, které ovSem vykazuji slabé mechanické vlastnosti, propustnost pro

plyny a vodni pary, coz zna¢né omezuje jejich pouziti [7], [16, str. 223].

Presny mechanismus antimikrobialni aktivity chitosanu neni zcela objasnén, bylo ov§em na-
vrzeno ne¢kolik modelti. Nejpravdépodobnéjsi z nich je, ze antimikrobidlni ucinek chitosanu
zpusobuje jeho polykationickd povaha [16, str. 224]. Naptiklad u bakterii vyvolava chitosan
strukturdlni zmény v membranach, coz vede k poskozeni povrchovych bunék a nésledné
k usmrceni bakterii. Inhibice ristu bakterii souvisi se schopnosti chitosanu vyvolat elektro-
statické interakce mezi kationickymi aminoskupinami chitosanu a negativnimi zbytky na
povrchu buiiky, jako jsou kyseliny N-acetylmuramova, kyselina sialové a kyselina neurami-
nova. Pocet protonovanych aminoskupin pfitomnych v chitosanu se zvySuje s mirou
deacetylace. Vedle elektrostatickych interakcei se predpoklada, Ze k bakteriostatickym ucin-
kiim pfispivaji také hydrofobni interakce vyvolané pfitomnosti N-acetylovanych zbytki
v chitosanu, pfiCemz vysoce acetylované chitosany jsou povazovany za vynikajici floku-
lanty bakterialnich suspenzi Escherichia coli [7], [8, str. 225-226], [10, str. 7]. Dal§im me-
chanismem je napiiklad chelatace nékterych volnych iontll, které brani oxidaci lipidl

[18, str. 23-24].

Antimikrobidlni aktivita chitosanu zavisi na molekulové hmotnosti, stupni deacetylace, pH,
teploté, typu substituentl, typu bakterii a prosttedi [7], [8, str. 225-226], [10, str. 7],
[15, str. 23], [18, str. 23]. Se zvysujici se molekulovou hmotnosti antimikrobidlni aktivita
chitosanu roste. Chitosan s vysokou molekulovou hmotnosti totizZ neni schopen prochazet
bunéénymi membranami a vytvaii film, ktery chrani bunky pfed pfenosem Zivin pfes mem-
branu mikrobidlnich buné¢k [10, str. 7]. Derivaty chitosanu s nizkou molekulovou hmotnosti
jsou naopak schopny proniknout do buniky a navdzat se na DNA, coz vede k inhibici syntézy
RNA a proteinu. Nicméné jelikoZ neni presn¢ ur¢ena hranice molekulové hmotnosti pro tzv.
nizko a vysokomolekularni chitosan, je obtizné stanovit korelaci pravé mezi molekulovou

hmotnosti a antimikrobialni aktivitou [16, str. 235].
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Jind situace je u stupné deacetylace, kde je prokazano, Ze s jeho zvySovanim roste i antimi-
krobidlni aktivita. Dasledkem je nartst poctu protonovanych aminoskupin a tim i lep$i roz-
pustnost chitosanu, coz vede ke zvysSené interakci mezi chitosanem a negativné nabitymi

bunénymi sténami mikroorganizmt [16, str. 235].

1.4.5 Derivaty chitosanu

V poslednich letech dochazi k velkému rozvoji pouzivani derivatl chitosanu. Divodem je
pfedevs§im nizka rozpustnost samotného chitosanu pii pH nad 6.5. Chemické modifikace
chitosanu pifinasi nové funkéni vlastnosti, které jsou ptiznivé pro nové biologické a biome-
dicinské vyuziti [10, str. 3, 30]. Duraz je v dnesni dob¢ kladen pfedevsim na antibakterialni
aktivitu, ktera je ovlivnéna fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi daného typu chitosanu.
Mnoho studii prokazalo, ze chitosan a jeho derivaty jako naptiklad N-trimethyl-chitosan
nebo N-karboxymethyl-chitosan jsou u¢inné a bezpe¢na absorp¢ni ¢inidla. Chitosanové de-
rivaty jsou znamy jako vyznamné slozky vakein, a to z divodu jejich imunostimulacni akti-
vity a bioadhezivnich vlastnosti, které¢ dokazi zvysit absorpci bunék, permeaci a ochranu
antigenu. Pro tento ucel jsou pfipravovany predevSim nanocastice spolu s mono-N-karboxy-
methylchitosanem [10, str. 7], [18]. Problematice fizeného uvoliiovani 1é¢iv s vyuzitim chi-

tosanych derivata se dale vénuje kapitola 1.5.2.

RUzné typy derivati a jejich vyznamné funk¢ni skupiny jsou uvedeny v tabulce 2 [10, str. 4].
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Tab. 2 Priklady derivatii chitosanu [10, str. 4]

Typ derivatu Funkéni skupiny

N-Acyl chitosan formyl, acetyl, propionyl, butyryl, hexanoyl, octa-
noyl, decanoyl, dodecanoyl, terradecenoyl, lauroyl,

myristoyl, palmitoyl, benzoyl

N-Karboxyalkyl (aryl) chitosan N-karboxybenzyl, alanin glucan, tyrosine glucan,
N-Karboxyacyl chitosan anhydrid kyseliny maleinové, itakové, glutarové
o-Karboxyalkyl chitosan o-karboxymethyl, zesitovany o-karboxymethyl
Cukrové derivaty 1-deoxygalaktik-1-yl, 1-deoxyglucit-1-yl, 1-deoxy-

melibiit-1-yl, cellobiit-1-yl-chitosan, produkty zis-

kané z kyseliny askorbové

Chelaty kovovych iont palladium, méd’, stiibro, jod

Polosyntetické pryskytice chitosanu | kopolymer chitosanu s methylmetakrylatem,

akrylamid maleinanhydrid, polyurea-erethan

1.5 Vyuziti chitosanu

1.5.1 Kosmetika

Chitosan je vyuZzivan v riznych kosmetickych pfipravcich pro péci o plet, rty nebo vlasy.
Pti aplikaci pletovych produktl s obsahem chitosanu dochazi diky jeho hydratacnim vlast-
nostem ke snizeni ztraty vody z povrchu pokozky, a tim zvySeni vlhkosti, zatimco schopnost
tvofit film zajiSt'uje dosazeni hladSiho povrchu po aplikaci. Chitosan v kosmetickych pfii-
pravcich mize také zvySovat adhezi UV filtru a sniZit moznost jeho vymyvani. Dalsi poten-
cialni aplikaci jsou deodoranty, kde chitosan diky antibakteridlnimu G¢inku zabranuje pro-
dukci bakterialnich enzymt. Lze jej také vyuzit jako soucast rt€nek pro zlepSeni ptilnavosti

pfi nanaseni a pro ochranu rti pfed vysouSenim [10, str. 18].
1.5.2 Rizené uvoliiovani léciv

Chitosan je povazovan za ,,nosi¢ 1€kt 21. stoleti. Pro ucinné a fizené uvolnovani 1éki se

pouzivd ve form¢ tablet, mikrocastic, nanocastic, granuli, geli a v neposledni fad¢ také
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filmt. Takto konstruované systémy jsou aplikovany pro fizené uvoliiovani protilatek, anti-
hypertenziv, protirakovinnych ¢inidel, proteinovych a peptidovych 1é¢iv, vakein a nutraceu-

tickych sloucenin ¢i riistovych faktort [16, str. 239], [18, str. 42].

Hlavnim diivodem, pro¢ je chitosan v tomto sméru vyuzivan, jsou jeho primarni aminosku-
piny, které jsou odpovédné za fizené uvoliiovani, transfekci, gelaci in situ nebo zvySeni per-
meace. Tyto vlastnosti mohou byt navic zlepSeny chemickou modifikaci chitosanu. Vy-
znamnou roli zde hraje také molekulova hmotnost a stupeii deacetylace chitosanu. Pfi pouziti
chitosanu s vy$$i Mw dochézi k nartistu viskozity, ¢ehoz je vyuzito k prodlouzeni doby uvol-
novani a pisobeni u¢inné latky. Tim se docili pozadovaného zvyseni terapeutické ucinnosti
nebo také snizeni moznych vedlejSich ucinkti nékterych 1¢ku [10, str. 21], [20, str. 285].
Dalsi vyhodou jsou i filmotvorné a mukoadhezivni vlastnosti, které¢ vyrazné prodlouzi dobu

setrvani 1écivé latky v misté ucinku [10, str. 21].

Jako piiklad komeréniho produktu lze uvést lak na nehty Ciclopoli® (Obr. 5), ktery je na
bazi hydroxypropyl chitosanu s obsahem uc¢inné latky ciclopirox. Tento ptipravek slouzici
k 1é¢be plisniového onemocnéni nehti, je velmi efektivni, dobie aplikovatelny a nevyzaduje

odstranovani organickymi rozpoustédly jako ostatni béZné laky na nehty [18, str. 42].
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)
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— /
Bei Pilzerkrankungen /
der Nagel !
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eamaiigertosts? ) TAURUS

Obr. 5 Ciclopoli® [21]

G )

Chitosan a jeho derivaty jsou také vyuzivany k 1é¢bé nadorovych onemocnéni, kdy jsou ak-
tivni latky dopravovany piimo do rakovinnych buné€k a postupné uvolnovany z chitosano-
vych konjugati [10, str. 10]. Na obrazku 6 jsou znazornény rtizné formy nosicu aktivnich

latek, jako naptiklad micely, kapalné krystaly a nanocastice.
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Obr. 6 Formy nosicii aktivnich latek [22]

1.5.2.1 Chitosanové micely

Chitosanové micely jsou rozsahle studovany v oblasti systémi dorucovani 1é¢iv a pti 1éCbe
nadorovych onemocnéni. Polymerni micely (Obr. 7) jsou slozeny z vnitiniho hydrofobniho
jadra a vnéjsiho hydrofilniho plasté. Z tohoto dlivodu mohou byt 1é¢iva, kterd jsou Spatné
rozpustna ve vod¢ umisténa do hydrofobniho jadra, ¢imZ dojde k celkovému zlepSeni roz-
pustnosti a biologické dostupnosti. K tvorbé micel miize dochazet také pti elektrostatické
interakci opac¢né nabitych polymert. Tyto micely jsou oznac¢ovany jako polyion komplexni
micely nebo jako PIC micely. Pii pH niZ§im nez 6.5 je v disledku protonace aminoskupin

chitosan ve vod¢ rozpustny a mé polykationické vlastnosti [10, str. 22].

Obr. 7 Polymerni micely [23]
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1.5.2.2 Chitosanové hydrogely

Chitosanové hydrogely jsou trojrozmérné hydrofilni polymery, které maji schopnost absor-
bovat a zadrzovat az tisickrat vice tekutiny, nez je jejich hmotnost v bezvodém stavu a jsou
taktéz vhodnymi nosic¢i pro makromolekuly. V zavislosti na okolnich podminkach a slozeni

jsou chitosanové hydrogely schopny botnat a dehydratovat [10, str. 27-28], [24].

Hydrogely jsou diky biodegradabilité, biokompatibilité a strukturalni podobnosti s ptiroze-
nymi tkanémi atraktivnimi kandidaty pro aplikace v oblasti tkafiového inzenyrstvi. Chitosa-
nové hydrogely mohou byt pfipraveny na zaklad€ iontovych, polyelektrolytovych, interpo-
lymernich a hydrofobnich interakei, které vedou ke gelaci roztoku. Vlastnosti hydrogeli
mohou byt regulovany v zavislosti na pH, teploté a iontové sile. Tyto systémy jsou pouzi-
vany pii fizeném uvolilovani 1éCiv a bioaktivnich molekul. Mechanismy uvoliiovani se roz-
déluji na typy tizené difuzi, botndnim nebo procesem degradace [10, str. 27-28], [24, str. 5—

6].

Hydrogely pouzivané v biomedicinskych aplikacich mohou byt také klasifikovany z hle-
diska toho, zda jsou odvozeny z ptirodnich nebo syntetickych polymert (Tab. 3). Hydrogely
vyrobené z piirodnich polymert maji vyhody biologické i¢innosti, biokompatibility a roz-
loZitelnosti. Vykazuji ovSem nizkou mechanickou pevnost, slabou reprodukovatelnost a po-
tencialni ptfitomnost patogenti. Na druhou stranu syntetické hydrogely mohou byt pfipraveny
s pozadovanymi mechanickymi a degrada¢nimi vlastnostmi, avSak postradaji pfirozenou bi-

ologickou aktivitu [24, str. 5-6].

Tab. 3 Priklady prirodnich a syntetickych polymerii [24, str. 5—6]

Ptirodni polymery Syntetické polymery

Agardza Poly(ethylenglykol) (PEG) a jeho derivaty

Celuloza Poly(akrylamid) (PAAm)

Kyselina hyaluronova | Poly(vinylpyrrolidon) (PVP)

Elastin Kyselina polyakrylova (PAA)
Kolagen Poly(N-isoporopylakrylamid) (PNIPAm)
Zelatina Poly(vinyl alkohol) (PVA)

Chondroitin sulfat Poly(hydroxyethyl methakrylat) (PHEMA)
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1.5.3 Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je multidisciplindlni véda zahrnujici biologii, medicinu a inZzenyrstvi,
jejiz cilem je vyvinout funkcéni nahrady za poSkozené nebo nemocné tkané a zlepsit tak nebo
nahradit jejich biologické funkce. Rozhodujici roli hraje vybér vhodnych bunék a bioaktiv-
nich molekul, stejné jako optimalniho tkanového nosice. V tomto odvétvi jsou pouzivany
ruzné materialy, a to jak pfirodni, tak i syntetické. V poslednich letech doslo k vyznamnému
pokroku ve vyvoji biomateriali na bazi chitosanu a zejména pak jeho derivatl, vzhledem
k vyse uvedenym pozitivnim vlastnostem. Materialy na bazi chitosanu se pouzivaji v mnoha
tkanich, jako jsou kuze, kosti, chrupavky, jatra, nervy a krevni cévy [10, str. 9—10],
[18, str. 45], [25]. Vzhledem k odlisSnému extraceluldrnimu slozeni jednotlivych tkéni, je
tteba biomaterialy na bazi chitosanu konstruovat podle konkrétniho typu [25], [26, str. 425—
426].

1.5.4 Hojeniran

vvvvvv

epidermis a dermis. Zakladnimi komponenty epidermis jsou keratinocyty tvotici prekryva-
jici se struktury propojené pomoci desmozomu. Dermis je sloZena z riiznych glykoproteind,
glykosaminoglykani (GAG) a fibroblasti, které jsou odpovédné na syntetizovani a ukladani
kolagenovych vlaken do sité. Chitosan je schopen ovlivnit chovani keratinocytt, fibroblastii
a modulovat mitogenezi lidskych koznich bun€k. Samotna struktura chitosanové molekuly
je podobna struktute GAG a miZe stimulovat syntézu kolagenu. Biomateridly zaloZzené na

chitosanu maji schopnost konstruovat epidermalni a dermalni ndhrady [26, str. 428].

Chitosan poskytuje neproteinovou matrici pro trojrozmérny (3D) rast tkané a aktivuje mak-
rofagy tumoricidni aktivitu. Stimuluje buné¢nou proliferaci a histoarchitektonickou organi-
zaci tkani. Chitosan funguje také jako hemostat, ktery napomaha pfi pfirozeném srazeni
krve, a to vazbou na Cervené krvinky, pfi€emz dochazi i k blokaci nervovych zakonceni
a snizeni bolesti. Béhem procesu nastava depolymerizace chitosanu a uvolnéni N-acetyl-
beta-glukosaminu, ktery ndsledné iniciuje proliferaci fibroblasti a pomaha pii ukladani ko-
lagenu. Vysledkem je stimulace syntézy kyseliny hyaluronové v misté rany, coz usnadiuje

hojeni a eliminuje tvorbu jizev [10, str. 244-245].
V dnesni dob¢ je na trhu mnoho typii obvazového materidlu na bazi chitinu a chitosanu,
jejichz ucelem je nejen chranit ranu pred vnéjSim prostiedim, ale zadroven i napomahat k sa-

motnému hojeni. Je znamo, Ze chitosan a jeho derivaty maji vliv na aktivitu fibroblasti,
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vvvvvv

sadni roli pii hojeni ran. Dalsi vyhodou obvazového materialu na bazi chitosanu je jeho se-
mipermeabilita, kterd zabrafiuje dehydrataci a kontaminaci rany [10, str. 244-45],

[18, str. 42], [28].
Optimalni obvaz by mél:

e zabranit infekci,

e odstranit krev,

e zajistit nebo udrZet optimalné vlhké prostredi,

e umoznit tepelnou izolaci,

e snadno odnimatelny,

e netoxicky a antialergenni,

e cenove¢ piijatelny.
Samotny obvazovy materidl miize byt ve form¢e netkanych textilii, nanovlaken, kompozit
a filmt. Piikladem mtize byt hemostaticka bandaz HemCon® (Obr. 8), ktera je hojné vyu-
Zivana 1 pro vojenské jednotky v Irdku ¢i Afghéanistanu [10, str. 244-245].

Obr. 8 HemCon® [28]

Vzhledem k bakteriostatickym a fungostatickym vlastnostem chitosanu se pouziva také jako
prostiedek k hojeni ran v koznich mastich, kde podporuje hojeni ran a hemostatickou akti-

vitu [16, str. 239].
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1.5.5 Chitosan jako funkéni piisada do potravin

Chitosan je vyuzivan i jako aditivum v masnych produktech jako prevence ztraty aroma,
mikrobidlni kontaminace a oxidace, coz vede k prodlouzeni trvanlivosti. Mono-N-karboxy-
methylchitosan (MCC) (Obr. 9) a jeho derivaty jsou u€inna antioxida¢ni a konzervacni €ini-
dla vyuzivand v potravinaistvi. Chitosan lze také aplikovat jako pfisadu do pekarenskych

produkti za ucelem zlepSeni jejich textury [16, str. 236].

OCH,COOH OH

HO NHCH,COOH

Obr. 9 Karboxymethyl chitosan [29]

1.5.6 Potravinové obaly

Kvalita a bezpecnost potravin patii mezi hlavni cile vyvoje v oblasti potravinatského pri-
myslu. Proto jsou v poslednich letech intenzivné studovany moZnosti sméfujici praveé ke
zlepseni bezpecnosti potravin a prodlouzeni trvanlivosti a skladovatelnosti. Samotné baleni
potravin je ur¢eno k ochrané pted vnéjSimi faktory, jako je teplota, svétlo a vlhkost, které
mohou vést k jejich degradaci. Obalovy material navic chrani sviij obsah pted jinymi envi-
ronmentalnimi vlivy, jako jsou pachy, mikroorganizmy, otfesy, prach a vibrace. V dnesni

dobé se zvysuje tlak na zachovani plivodnich organoleptickych vlastnosti [30].

Velka pozornost je vénovdna vyvoji antimikrobidlnich polymernich filmua, které jsou
schopny aktivné piisobit proti sporogennim a patogennim mikroorganizmiim, jeZ jsou pfici-
nou kontaminace potravin [31], [32, str. 125]. Pro tyto Gcely jsou vyuZivany filmy na bazi
riznych materialil, z nichZ jsou bézné rostlinné a mlécéné proteiny, dale pak polysacharidy,
jako je Skrob, celuldza nebo pravée chitosan. Problematice aktivnich obalovych materidll je

veénovana kapitola 2.
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2 VYZNAM A APLIKACE ANTIBAKTERIALNICH
BIOPOLYMERNICH FILMU

Biopolymerni filmy nachazeji uplatnéni zejména v potravinaiském a farmaceutickém pri-
myslu, a to ve form¢ obalovych materidlt, jejichz primarnim ucelem je zajisténi stabilni

kvality produkti béhem skladovani, dopravy a distribuce az do finalniho pouziti.

Samotné obaly musi vykazovat urcité funkéni a specifické vlastnosti. Ve vétsing€ ptipadu je
zadouci, aby nedochazelo k dehydrataci povrchu produktti, musi byt zajistény optimalni ba-
riérové vlastnosti tak, aby bylo mozné minimalizovat pronikani riznych nezadoucich 1a-
tek/plynt. Pouzitim film mize byt také vyrazné sniZzeno plsobeni UV zéfeni, které vyvo-

lava nezadouci radikalové reakce [18, str. 39—40], [31].

V soucasné dob¢ jsou na tyto materialy kladeny neustale rostouci pozadavky, a to nejen na
vysokou funk¢énost a minimalni zpracovatelské ndklady, ale i na zdravotni a ekologickou
bezpecnost. Vysledkem je vyvoj novych systémd, jejichz funkce spociva v aktivnich inter-
akcich mezi obalem a produktem [33]. Tzv. aktivni obaly (z ang. ,,active packaging®) vyka-
zuji atributy piesahujici ramec zékladnich funkcnich vlastnosti, a to diky obsahu aktivnich
slozek, které mohou byt nasledné uvoliiovany nebo mohou absorbovat z obalu latky odpo-
veédné za poSkozeni baleného produktu (Obr. 10). Biopolymerni filmy s antimikrobialni a an-
tioxidacni aktivitou jsou schopny omezit nebo zcela zastavit mikrobidlni rlist na povrchu
daného potravinaiského nebo farmaceutického produktu. Pro ptipravu jedlych a biologicky
odbouratelnych filmi jsou bézné vyuzivany proteiny, polysacharidy, lipidy nebo také jejich

kombinace [30], [31], [34].

Obr. 10 Aktivni obal Thinfilm [35]
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Pozadavky na aktivni obaly z hlediska legislativy spadaji pod Nafizeni EP a Rady (EU)
1935/2004/ES o materialech a pfedmétech uréenych pro styk s potravinami a dale jsou do-
plnény natizenim 450/2009/ES o aktivnich a inteligentnich materialech a predmétech urce-
nych pro styk s potravinami. Nafizeni definuje rozdil mezi aktivnimi a inteligentnimi obaly,
kde aktivni obaly maji prodlouzit trvanlivost, udrzet stav ¢i zlepsit kvalitu, zatimco inteli-
gentni obaly monitoruji historii potraviny a informuji o Cerstvosti. Organizaci, ktera schva-
luje jednotlivé latky, které prichazeji do styku s potravinami, je v EU Evropské agentura pro
bezpecnost potravin (EFSA). Dle Natizeni EP a Rady (EU) 1935/2004/ES, ¢lanku 4 aktivni
obaly nesmi zakryvat kazeni potravin a ozna¢eny musi byt takovou formou, aby spotiebitel
snadno rozpoznal, o jaky typ obalu se jedna a zda je, ¢i neni jedly. Je zde 1 jasn¢ stanoven

postup schvalovani novych aktivnich materidlii pro styk s potravinami [36], [37], [38].

2.1.1 Filmy na bazi chitosanu

Chitosan predstavuje perspektivni materidl pro aktivni obaly, jelikoZ ma vyborné filmo-
tvorné vlastnosti, a navic sam o sob€ vykazuje antimikrobialni aktivitu. Mezi jeho dal$i vy-
hody patii dobré mechanické vlastnosti a selektivni propustnost pro plyny (CO2 a O»).
Na druhou stranu jsou chitosanové filmy vysoce propustné pro vodni pary, coz omezuje je-

jich pouziti pro vétSinu potravin, zeyjména ve vlhkém prostredi [7], [18, str. 37-38], [31].

Z toho duvodu jsou studovany riizné moznosti zlepSeni fyzikalnich vlastnosti filml na bazi
chitosanu. Velmi zajimavou alternativou je zabudovani esencialnich olejii (EO), které nejen
zvySuji antimikrobidlni aktivitu, ale také snizuji propustnost pro vodni pary. Ve studiich byla
zjiSténa naptiklad vyznamna konzervacni aktivita chitosanu ve formé chitosanovych filmi s
obsahem riiznych esencialnich oleji, kterymi byly oSetfeny potraviny, v tomto piipadé
jahody. Uginky byly sledovany v ¢asovém intervalu a porovnavany viéi neodetienym po-

travinam (Obr. 11) [18, str. 39].

Filmy na bazi chitosanu s obsahem EO byly aplikovany i na jiné potravinarské produkty,
jako je naptiklad maso a ryby. Studie prokéazaly vyznamny podil téchto filmi na prodlouzeni

doby trvanlivosti a skladovatelnosti [41].
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]

COee

10 dni 16 dni 21 dni

Obr. 11 Porovnani morfologickych
zmeén pri pouZiti chitosanovych filmiu

sEO [18]

2.1.2 Filmy na bazi celulozy

Celuloza je v potravinaiském prumyslu vyuzivana zejména jako hlavni slozka obalovych
materiall, dale jako zahuStovadlo a stabilizator. Celuldza a jeji derivaty, jako jsou methyl-
celuléza (MC), karobyxymethylcelul6za (CMC), hydroxypropylmethylcelul6za (HPMC) se
pouzivaji jako filtry nebo absorpéni materidly. V antimikrobialnich obalovych systémech je
vyuzivana jako nosi¢ pro bakteriociny, coz jsou peptidy produkované bakteriemi, které inhi-
buji rist dalSich pfibuznych bakterii. Nisin, polypeptid ziskany z Lactococcus lactis subsp.
lactis byl naptiklad ptidan do celulézovych folii k zamezeni riistu Listeria monocytogenes
ve zpracovanych masnych vyrobcich. Antimikrobidlni vlastnosti celulézovych filma s nisi-
nem jsou citlivé na pfitomnost jinych potravinovych sloZek. Povlaky a filmy na béazi celu-
16zy jsou transparentni, pruzné, bez zapachu a chuti, rozpustné ve vod¢ a odolné vii¢i CO2
a Oz. Propustnost pro vodni pary (WVP) téchto filmi je zna¢né ovliviiovana pomérem hyd-
rofobnich a hydrofilnich slozek folie. Komer¢né se celulézové filmy pouzivaji v oblasti me-
diciny a jako antimikrobialni nebo konzervacni ¢inidla v potravinafskych vyrobcich

[34, str. 76], [42].

2.1.3 Filmy na bazi proteini

Zejména kvuli zvySujici se poptavce po ekologicky Setrnych, obnovitelnych ndhradach ma-
teriald z ropnych zdroja jsou vyvijeny proteinové filmy. Hlavnimi zdroji jsou kasein, syro-

vatka, s6ja, kukufi¢ny zein, kolagen, pSeni¢ny lepek, keratin a vajecny albumin. Tyto filmy
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jsou biologicky odbouratelné a kompostovatelné. Ve srovnani se syntetickymi materialy vy-
kazuji horsi vodéodolnost a nizs§i mechanickou pevnost. Fyzikalné-chemické vlastnosti jsou
ovlivnény slozenim, amfifilnimi vlastnostmi a elektrostatickym nébojem [43, str. 25-33],

[44].

2.1.3.1 Zein

Zein je obnovitelny hydrofobni polymerni materidl, ktery je diky svym jedine¢nym vlast-
nostem v porovnani s ostatnimi zemedélskymi proteiny pouzivan pro vyrobu jedlych folii
a povlakll. Zein obsahuje velké mnozstvi nepolarnich aminokyselin a nizky podil bazickych
a kyselych aminokyselin. Primarnimi aminokyselinami jsou glutamin, leucin a prolin. Du-
sledkem je nerozpustnost ve vod¢, kterd pozitivné ovliviiuje bariérové a termoplastické
vlastnosti vytvofenych filmt. Hlavnimi frakcemi jsou alfa-zein, rozpustny v 95% ethanolu
a beta-zein, ktery je rozpustny v 60% ethanolu. Zeinové filmy jsou lesklé, pevné a odolné
vuci latkdm lipidni povahy. Vykazuji nizkou propustnost pro vodni pary ve srovnani s vét-

Sinou ostatnich filmu proteinové povahy [42], [43, str. 36], [45].

2.1.4 Alginatové filmy

Alginatové filmy jsou v potravinaiském primyslu vyuzivany jako jedlé folie predevSim pro
ovoce, zeleninu a masné vyrobky. Alginat je anionicky polysacharid ziskavany z hnédych
moftskych tas jako Laminaria hyperborea, Macrocystis pirifera, Laminaria digitata a Asco-
phyllum nodosum. Je slozeny z B-D-manuronové kyseliny a a-L-glukuronové kyseliny, které
jsou vzajemné propojeny v riznych pomérech pomoci 1-4 vazeb. Vzhledem ke snadné do-
stupnosti, biologické odbouratelnosti a kompatibilité s gelacnimi a stabilizaénimi Cinidly je
alginat Siroce pouzivan také jako netoxické potravinarské aditivum pro upravu viskozity,
dale jako emulgator a v neposledni fad¢ 1 jako koloidni stabilizator. Alginatové filmy jsou
vysoce transparentni s vysokou mechanickou pevnosti, av§ak maji horsi bariérové vlastnosti
a jsou méné flexibilni. Za Gi€elem zlepSeni mechanickych a bariérovych vlastnosti jsou ¢asto
kombinovany s riaznymi typy kovovych, anorganickych nebo organickych nanoplniv [42],
[46], [47].

Byly piipraveny napiiklad alginatové film s obsahem natamycinu nebo skotficového EO,

u nichz byla prokdzéana vysoka antioxidac¢ni a antimikrobidlni aktivita [46].
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2.1.5 Filmy na bazi Skrobu

Hlavnimi pozitivy filml na bazi Skrobu je odbouratelnost, nizké cena, flexibilita a prahled-
nost. Samotné filmy jsou bez chuti a zapachu, takze neovliviiuji organoleptické vlastnosti
potravin. Skrobové folie vykazuji taktéZ vynikajici bariérové vlastnosti viéi O, a COa.
Na stran¢ druhé maji vzhledem k vysoké hydrofilité slabsi bariérové vlastnosti vici vodé

[42].
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3 ESENCIALNI OLEJE

Esencialni oleje (EO) jsou pfirodnimi rostlinnymi produkty, které vykazuji rizné biologické
vlastnosti. Jde o smési t€kavych sloucenin, jako jsou naptiklad mono a seskviterpenoidy,
benzenoidy nebo také fenylpropanoidy [48, str. 1]. Pfevazna vétsina silic je ziskdvana z rost-
linného materialu, a to destilaci (vodni parou, suchd) nebo lisovanim za studena (oleje z ci-
trusovych plodil). Nékteré vytazky mohou byt ziskdvany extrakci organickymi rozpoustédly
nebo superkritickou fluidni extrakei (SFE). Takto ziskané latky si vétSinou ponechévaji
témer identické vlastnosti jako suroviny, z nichz byly ziskany. Nelze je povazovat za pravé
esencialni oleje, ale mohou byt aplikovany naptiklad v potravinaiském primyslu, a to za
ptedpokladu, ze jsou pouZzitd rozpoustédla piijatelnd pro potraviny a nezanechavaji zadné
Skodlivé latky ve vyslednych produktech [48, str. 5]. Existuji 1 EO Zivo¢isného pivodu, vy-
skytujici se naptiklad u vorvand, cibetky, kapybary pizmového, nékteré oleje jsou produko-

vany i mikroorganizmy [49, str. 44].

VSechny rostliny maji schopnost produkovat tékavé slouceniny, asto v§ak pouze ve stopo-
vém mnozstvi. Komeréné vyuzivané rostliny 1ze rozdélit do dvou skupin:

1. Rostliny produkujici smés te¢kavych latek, které vytvarti charakteristickou viini (napf.
rize nebo jasmin), kdy jsou t€kave latky uvoliiovany pies epidermalni vrstvu jejich
platkt do okoli.

2. Rostliny se schopnosti akumulace t€kavych latek ve specifickych strukturach, coz
ma za nasledek vyssi koncentrace EO v dané rostling [48, str. 39—40].

EO jsou ziskdvany z riznych Celedi rostlin jako naptiklad Cupressaceae (cedrové dievo
a listy, jalovcovy olej), Pinaceae (borovicovy a jedlovy olej), Apiaceae (fenykl, koriand
a dal$i aromatické oleje ze semen/kotentll), Asteraceae nebo Compositae (hetmanek, pely-
nek, estragonovy olej), Lamiaceae (mata, paculi, levandule, oregano a mnoho dalSich bylin-
nych olejlt) a v neposledni fad€ také Lauraceae (kafr, skoftice, litsea) [48, str. 41].

Pro analyzu ziskanych silic je pouZivana tenkovrstva chromatografie (TLC), rtizné typy ka-
palinové chromatografie (LC) nebo plynova chromatografie (GC). V tivahu piipadaji i spek-
troskopické techniky jako je UV a IR spektroskopie nebo MS a 'H-NMR spektroskopie.
V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik dalSich technik, které se aplikuji pro analyzu EO,
a to vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), rizné druhy protiproudé chromato-
grafie (CCC), superkritickd fluidni chromatografie (SFC) nebo Ramanova spektroskopie
[48, str. 11-12].
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EO jsou vyuzivany v kosmetickém primyslu jako slozky vonnych latek a dekorativni kos-
metiky. Uplatnéni nachazeji i potravinaiském primyslu jako aromata a pfichuté a ve farma-

ceutickém pramyslu jako aktivni slozky 1€ka [50, str. 1].

3.1 AKktivni latky esencialnich oleju

U jednotlivych esencidlnich olejii existuje velké mnozstvi riznych aktivnich latek, tudiz
kazdy EO ma rozdilné slozeni. Mnoho z téchto t€kavych latek plni rizné funkce. EO mohou
pusobit naptiklad jako obranné latky rostlin proti byloZravcim nebo dalSim nezadoucim

skadcum.

3.1.1 Terpenoidni uhlovodiky

vvvvvv

v EO. Jsou tvofeny kombinaci n€kolika uhlikovych jednotek izoprenu (Obr. 12). Terpeny
jsou déleny podle poctu izoprenovych jednotek na monoterpeny (Cio), seskviterpeny (Cis),
hemiterpeny (Cs), diterpeny (Cao), triterpeny (Cs3o) a tetraterpeny (Cao) [48, str. 129-130],
[51, str. 449].

CHs;

CH
H,cZ 7%

Obr. 12 Izoprenova jednotka [52]

Monoterpeny jsou tvofeny spojenim dvou izoprenovych jednotek (Cio). Pfedstavuji nejvy-
znamngj$i zastupce, jsou obsazeny az v 90 % esencialnich olejli a poskytuji velkou strukturni
variabilitu. V ptipadé€ opticky aktivni molekuly mohou rizné rostliny obsahovat odlisné
enantiomery, jako naptiklad (+)-a-pinen z Pinus palustris, (-)-B-pinen z Pinus caribaea
a Pinus pinaster, (-) linalol z korinadru a (+)-linalol z nékterych kafrti [51, str. 449]. Ptiklady

nékterych monoterpentl jsou zobrazeny na obrazku 13.
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Obr. 13 Monoterpeny [53]
Seskviterpeny jsou tvofeny tfemi izoprenovymi jednotkami (Cis). Rozsifeny fetézec zvysuje
pocet cyklizaci, které umoziuji zna¢nou strukturni rozmanitost. Strukturou a funkcemi se

podobaji monoterpentim [48, str. 135], [51, str. 450].

3.1.2 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy (Obr. 14) jsou latky odvozené od kyseliny Sikimové. Na aromatickém jadre
je navazany fetézec se tfemi atomy uhliku. Tyto latky tvoii vedle terpenti jednu z nejdtlezi-
t&jSich soucasti EO. Mezi vyznamné zéstupce této skupiny vyskytujici se v EO patii euge-

nol, cinnamaldehyd nebo vanilin [49, str. 64], [54].

HO 0 {

- SKOR A CINNAMALDEHYD T
E. SKORICOVA FUGENOL EUMARIN

Obr. 14 Fenylpropanoidy [55]

3.1.3 Laktony

Laktony jsou cyklické estery kyseliny mlécné (C3HgO3), které obsahuji navazany kyslik ve-
dle karbonylové funkéni skupiny v péti €i Sesti¢etnych nasycenych nebo nenasycenych kru-
zich. Laktony s péticetnym kruhem se nazyvaji y-laktony, substituované v pozici 5, laktony
s SestiCetnym kruhem pak o-laktony, které jsou substituované v pozici 6 (Obr. 15). Stejné

jako u jinych acyklickych sloucenin je pro laktony charakteristické sladké, jemné ovocné
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aroma. Jsou slozkami mnoha EO a tékavych latek. Vyskytuji se v potravindch, jako jsou

mlécné vyrobky, ovoce, zelenina a ofechy [49, str. 66], [56, str. 183—184].

Ao

0) R O 0O

Obr. 15 é-Lakton (vpravo) a y-Lakton (vievo) [55, str. 66], [56]

3.1.4 Neterpenoidni uhlovodiky

Neterpenoidni uhlovodiky se v EO nachazeji v podobé& alkoholl s kratkymi fetézci ¢i alde-
hydi. Jsou tvofeny metabolickou konverzi nebo degradaci fosfolipidii a mastnych kyselin.

Ve své struktufe mohou obsahovat kyslik, dusik a siru [49, str. 44].

3.2 Antimikrobialni vlastnosti esencialnich oleji

Bylo prokazano, Ze mnoho pfirodnich rostlinnych extraktli vykazuje antibakterialni, antimy-
kotické a antivirové vlastnosti, které zamezuji tvorbé biofilmt. Esencidlni oleje jsou ob-
zvlast’ zajimavé jako pfirozené alternativy k syntetickym biocidim, jejichz G¢innost v po-
sledni dob¢ klesa kvili zvySujici se odolnosti patogenti. Proto jsou pfirodni extrakty stile
vice vyuZzivany jako bioaktivni slozZky polymernich materiali aplikovanych v systémech pro

rrrrr

obalu potravin.

Jednou z hlavnich nevyhod EO je jejich vysoka chemicka a tepelna nestalost, stejné jako
velmi vysoka tékavost. Tento problém omezuje moznost vyroby polymert s obsahem esen-
cidlnich oleju prostiednictvim taveni nebo kompresniho lisovani. MoZznym vychodiskem je
snizeni ¢asu michani nebo vybér polymeru s relativné nizkou teplotou tani [18, str. 312—

313].

Biologicka aktivita EO obecné zavisi na chemickém slozeni, které je dano rostlinnym geno-
typem, geografickym ptivodem a okolnimi podminkami [57]. Siroké spektrum antimikrobi-
alni ucinnosti EO je zplsobeno ptitomnosti fenolickych slouc¢enin nebo terpenoidt. Feno-
lové slouceniny s hydrofilnimi funkénimi skupinami inaktivuji patogeny adhezni vazbou,
vazanim proteinli a bunéénych stén nebo enzymatickou inaktivaci a interkalaci do bunééné

stény a/nebo DNA. Terpenoidy se diky lipofilnimu charakteru hromadi v lipidové dvojvrstve
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cytoplazmatické membrany, coZz ma za nasledek naruseni membranové struktury. Bylo zjis-
téno, Ze antimikrobidlni aktivita jednotlivych slozek EO je méné vyrazna nez aktivita celé
frakce. To vede k nazoru, ze jde o vysledek kombinace n€kolika mechanismu a vyznam ma

synergicky ucinek.

Nejsilné€jsi antimikrobidlni vlastnosti byly prokdzany u esencialnich olejii s obsahem feno-
lickych slou€enin jako je karvakrol, eugenol a thymol. Karvakrol se fadi mezi monoterpe-
nickée alkoholy a je hlavni slozkou esencidlnich oleji ziskdvanych z oregana, tymidnu a ma-
joranky. Obsah v EO se pohybuje okolo 3—5 % [48, str. 212], [58], [59]. Mechanismus pu-
sobeni karvakrolu proti mikroorganismiim zahrnuje interakci fenolickych sloucenin s bilko-
vinami v cytoplazmatické membrané, coz vede k tniku iontd a dalSich latek a nésledné pak

k lyze bunky [58].

Thymol (2-isopropyl-5-methylfenol) je hlavni monoterpenicky fenol nachazejici se v EO
extrahovanych z rostlin ¢eledi hluchavkovitych. Hlavnim zdrojem je Thymus vulgaris L.,
ktery mize obsahovat az 70 % thymolu [48, str. 226], [60]. Pro své antimikrobidlni, antifun-
galni a antioxidacni ucinky jsou EO obsahujici thymol pouZzivany v potravindiském pra-
myslu jako konzervanty. V kosmetice jsou Casto soucasti tstnich vod, kde vykazuji antisep-

tické vlastnosti. Dal$i vyuziti je naptiklad jako lokalni anestetikum [60].

3.3 Tymianovy olej

Tymianovy olej lze ziskat z riiznych druht rostlin rodu Thymus, nejCastéji z Thymus vulga-
ris, coz je polokef z Celedi hluchavkovitych (Lamiaceae), ktery je péstovan v jizni Evropé,
Africe a Asii. Jak jiz bylo zminéno, sloZeni je zavislé praveé na druhu rostliny a geografickych
a klimatickych podminkach [61], [62], [63]. U druhu Thymus vulgaris, rostouciho naptiklad
ve Francii, ma vyznamné zastoupeni geraniol, linalool, y-terpineol, karvakrol, thymol
a trans-thujan-4-ol/terpinen-4-ol. U Thymus zygis subsp. gracilis rostouciho divoce v jiho-
vychodnim Spanélsku bylo studiemi prokazano, Ze nejbéznéjsim chemotypem je thymol.
U esencialniho oleje z Thymus hyemalis, roustouciho na Iberském poloostrové, byla proka-

zana piitomnost thymolu, karvakrolu, borneolu a linaloolu [64].
Kwvtli charakteristicky silnému aroma je 7. vulgaris pouzivan v potravinarstvi a kosmetic-
kych ptipravcich. Dalsi uplatnéni nachazi v tradi¢ni mediciné, pro své protinddorové, an-

tispazmodické, antihelmintické a diuretické vlastnosti [61], [62], [63].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

38

V tabulce 4 jsou uvedeny aktivni latky stanovené chromatografickou analyzou v Thymus

vulgaris (Riyadh, Saudska Arabie), které jsou vyznamné pro své biologické ucinky [62].

Tab. 4 Ucinky vyznamnych aktivnich latek obsazenych v Thymus vulgaris [62]

Aktivni latka | Molekularni forma | Uéinek

a-Pinen CioHie protizanétlivy, chondroprotektivni, an-
tioxidacni

Campen CioHise hepatoprotektivni, hypolipidemicky

B-Myrcen CioHie antioxidacni, antiulcerozni, protirako-
vinné

Carene CioHis antioxidacni, protizanétlivy

p-Cymene CioHi4 antioxidac¢ni, antimikrobidlni

y-Terpinen CioHie antioxidac¢ni, antimikrobidlni

a-Terpineol CioH130 antimikrobialni

Thymol Ci10H140 antioxidac¢ni, antimikrobidlni

Karyofylén CI15H24 antimikrobidlni, lokalni anestetikum

Humulen CisHoa larvicidni, protirakovinny

Karvakrol a thymol patii mezi slozky, které jsou nejen odpovédné za antimikrobidlni akti-

vitu, ale jde také o hlavni fenolické slouceniny, jeZ se podileji na vysoké antioxida¢ni kapa-

cité tymidnu. Braga a kol. [64] potvrdil pozitivni G€inek thymolu pii procesu hojeni zanétli-

vych ran, kdy samotny mechanismus antimikrobidlni aktivity spoCivéa v principu naruseni

funkce cytoplazmatické membrany, a tim i naruSeni aktivniho transportu Zivin a nasledné

koagulace obsahu bakteridlni buiiky [66], [67].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Ze studia literatury vyplynulo, Ze problematikou biopolymernich filmi s obsahem esencial-
nich olejl se zabyva fada autori. Pfedmétem studii byva vétSinou piiprava ic¢innych systému
s optimalnimi antimikrobidlnimi a fyzikdlnimi vlastnostmi, které¢ maji vyuziti zejména v po-
travinafstvi a medicin€. Z esencidlnich olejl jsou vyuzivany oleje z hiebicku, fenyklu, tymi-

anu, cypfise, levandule, oregana, borovice nebo rozmarynu [68].

Tymidnovy olej vykazuje diky svému sloZeni celou fadu uzite¢nych vlastnosti, jez byly zmi-
nény v kapitole 3.3. Ve studii D. Altioka [69] byl tymidnovy olej zakomponovan do chitosa-
novych filmii pro potencialni aplikace pfi hojeni ran. Autofi Rapha€l a Meimandipour [70]
vyuzili smés oregana a tymianu pro inhibici ristu nékterych bakterii a plisni za ucelem vy-
uziti do zivociSnych krmiv.

V dalsi praci [71] byl studovan vliv homogeniza¢niho postupu na vysledné fyzikalni a reo-
logické vlastnosti filmotvornych roztokl na bazi chitosanu a tymianového ¢i bazalkového
EO. Bylo zjisténo, Ze pii pouziti mikrofluidizace doslo k vyraznému poklesu velikosti ¢astic,
zvyseni zeta potencidlu a sniZeni viskozity. DoSlo také ke zméné reologickych vlastnosti,
a to jak v zavislosti na homogeniza¢nim postupu, tak na pouzitém esencialnim oleji. Filmy
chitosanové filmy. Pfiprava na vysokotlakém homogenizatoru vedla k zdsadn&j$imu poklesu

viskozity v§ech vzorkll (bez i s obsahem EO) v porovnani s druhym postupem.

A. Perdones [72] se ve své studii zabyvala emulzemi a chitosanovymi filmy s obsahem EO
z bazalky/tymianu a kyseliny olejové. Sledovana byla stabilita emulzi z hlediska velikosti
¢astic, zeta potencialu a reologického chovani, u filml pak byl studovan vliv na bariérové,
optické a mechanické vlastnosti. Bylo prokazéano, Ze ptidavek kyseliny olejové piiznivé

ovlivnil stabilitu emulzi a soucasné zlepsil bariérové vlastnosti.

D. Jovanovic se zaméfil na problematiku vyskytu listeridézy v disledku konzumace potravin,
které jsou urCeny k pfimé spotiebé bez dal$iho zpracovani u t€¢hotnych Zen a starSich osob.
Bylo zjisténo, Ze pouziti chitosanovych filmu, at' uz s pfidavkem nebo bez esencialniho
oleje, pfedstavuje moderni a bezpecnou metodu zachovani jakosti pfedevSim u ovoce a ze-

leniny a tim snizeni vyskytu Listeria monocytogenes [73].
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Vyuzitim chitosanovych filma s tymidnovym olejem v potravinaiském zpracovani se ve
svém vyzkumu zabyval také J. Quesada [74]. Konkrétné se jednalo o systém aktivniho baleni
pro prodlouzeni doby pouzitelnosti masnych vyrobkii pfipravenych ke konzumaci.
Na vnitini stranu obalu byla aplikovana vrstva chitosanu s tymianovym EO v riznych kon-
centracich, ktera nebyla v pfimém kontaktu s masem. Sledovanymi parametry béhem ctyi-
tydenniho skladovani v chladnicce byla hodnota pH, mikrobialni rist, barevné zmény a sen-
zorické vlastnosti masa. Aplikovanou upravou doslo ke snizeni vyskytu nékterych druht
testovanych organismil, zatimco jiné nebyly ovlivnény. Pfitomnost vrstvy na bazi chitosanu
a EO dale pozitivn¢ ovlivnila zachovani barvy potraviny a snizila kondenzaci vlhkosti uvnitf

baleni.

Vlastnosti tymidnového oleje jsou v neposledni fad€ ovlivnény samotnou vychozi surovi-
nou, jak doklada A. G. Pirbalouti [75]. Ve své praci se zabyval porovnanim vytézku oleje,
sloZzenim a zastoupenim jednotlivych chemickych slozek tymidnového oleje z Thymus vul-
garis L. a Thymus daenensis, rostoucich v rtiznych oblastech centralni ¢asti {ranu. Bylo
zjiSténo, ze umisténi nemélo vyznamny vliv na rist obou druhti, ale mnoZstvi a kvalita

ziskanych esencialnich oleji, stejné tak jako jejich chemické slozeni bylo odlisné.

Predmétem studii jsou take chitosanové filmy s obsahem dalSich esencialnich oleju.
S. Remay [76] ve své praci analyzuje aktivni obalové folie z chitosanu, do kterych byl za-
komponovan zazvorovy EO v riznych koncentracich za Gcelem zvySeni kvality u rybich
produkti pti skladovani. Hromis a kol. [77] ve své praci prokazali pozitivni vliv kminového
esencidlného oleje na antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivitu. Zajimava je také studie Wanga
a kol. [78] ktera se zabyva chitosanovymi filmy s obsahem hiebickového, skoticového
a anyzového esencidlniho oleje. Vysledky prokazaly zasadni vliv typu oleje na finalni anti-

mikrobialni a fyzikalni vlastnosti.
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5 CILE PRACE

Cile této diplomové prace jsou:

- pfipravit chitosanové roztoky a filmy s obsahem tymianového oleje s riznymi typy
emulgatort,

- charakterizovat fyzikalni a povrchové vlastnosti pfipravenych systémi pomoci do-
stupnych metod (napft. velikost ¢astic v roztocich, obsah vlhkosti a bariérové vlast-
nosti film1),

- charakterizovat pouzivané aktivni latky a zhodnotit antimikrobidlni i¢innost jednot-
livych filmt lisici se koncentraci tymianového oleje,

- diskutovat dosazené vysledky.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A METODY

6.1 Chemikalie

Chitosan nizkomolekularni, stupen deacetylace 87 % (Sigma-Aldrich)
Kyselina octovd CoH4O» (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
Tymianovy olej (Atok)

Tymianovy olej (Nobilis Tilia)

Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Tween 80 (Sigma-Aldrich)

Tween 85 (Sigma-Aldrich)

Sabouraud Dextrose Agar M063 (HIMEDIA)

Miieller Hinton Broth M391 (HIMEDIA)

Agar Agar, Type |l GRM666 (HIMEDIA)

Destilovana voda

6.2 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy (Sartorius Basic 110 S; Sartorius AG)
Viéhy (KERN 572; Kern)

Ultra Turrax (IKA® T-25; IKA)

Susarna (HS 61 A; Chirana)

Ttepatka (MAEST 25)

Plynovy chromatograf (DANI Master GC Fast Gas Chromatograph)
Ptistroj pro kontaktni thly See system (Advex Instruments)
Nastavce pro propustnost

Exikétor (CSN SIMEX)

FTIR (Bruker Alpha-T)

Zeta sizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd.)
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Termostat (Thermo Haake P5)

Vortex (V-1 plus; Biosan)

Automatické mikropipety

Magnetické michadlo

Mikrometr (SCHUT; 0,0001 mm)

Skenovaci elektronovy mikroskop Vege 3 (Tescan, CR)
Laminarni box

Denzi-la-meter

Bézné laboratorni sklo
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6.3 Metodika

6.3.1 Chromatograficka analyza esencidlnich olejt

Zastoupeni jednotlivych sloZzek esencidlnich olejii (EO) od rliznych vyrobcet bylo zkoumano
na plynovém chromatografu DANI Master GC Fast Gas Chromatograph, s kolonou Ze-
bron™ ZB-5MS (30 m x 0,25 mm X 0,5 um, nepoléarni) a plameno ionizacnim detektorem
(FID). Nosnym plynem byl dusik s pritokem 1ml/min. Teplota kolony byla postupné zvy-
Sovana z 50 °C na 120 °C (4 °C/min) a poté na 230 °C (15 °C/min). Teplota injektoru pfi
nastiiku byla 200 °C a teplota detektoru byla 270 °C. Objem nastfiku byl 1 ul vzorku, ktery

byl pfipraven navazenim cca 5 mg esencialniho oleje a smichdnim s 1 ml methanolu.

KRk

Hericky olej
tymidn
Cerveny

B essential oil

Obr. 16 Analyzované esencialni oleje

6.3.2 Priprava zasobniho roztoku 1% Kkyseliny octové

Bylo ptipraveno 500 ml roztoku 1% kyseliny octové (CH3COOH) napipetovanim vypocte-
ného mnozstvi CH3COOH podle rovnice 1 a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Takto
pripraveny roztok byl pouzit k rozpusténi nizkomolekularniho chitosanu.

m

VCH3COOH = n M
Kde:
- Venscoon pipetovany objem kyseliny octové [ml]
- m hmotnost kyseliny octové pro piipravu 1 % roztoku [g]

- p hustota kyseliny octové [g/cm?]
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6.3.3 Priprava chitosanovych roztoki a filmii

Chitosanovy roztok byl pfipraven navazenim 1 g nizkomolekularniho chitosanu a rozpuste-
nim ve 100 ml 1% roztoku kyseliny octové za stalého michani pti laboratorni teploté po
dobu 24 hodin. Piipraveny roztok byl ptefiltrovan ptes fritu (porovitost P3) za ucelem od-

stranéni nerozpusténych Castic a ptipadnych necistot.

Poté byla piipravena disperze daného emulgatoru (Tween 20 — T20, Tween 80 — T80, nebo
Tween 85 — T85) a esencialniho oleje v poméru 1:4 (smés TEO), kterd byla pfidavana do
1% chitosanového roztoku tak, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace TEO, a to 0.5,
1,2,3,4,5hm. %. Ziskana disperze byla michana pomoci zatizeni Vortex po dobu 1 minuty
a poté¢ homogenizovana za pouziti Ultra Turrax IKA® T-25 rychlosti 15 600 ota¢ek/minutu

po dobu 5 minut.

Roztoky chitosanu s emulgatorem a EO byly odlévany na sterilni Petriho misky a ponechany
v susarn¢ pfi teploté 35 °C cca 24 hodin. Vysusené filmy byly skladovany v exsikatoru pti

teploté 25 °C a 60% relativni vlhkosti.

6.3.4 Stanoveni zeta potencidlu a velikosti ¢astic filmotvornych roztoki

Stanoveni velikosti ¢astic a zeta potencidlu bylo provedeno na chitosanovych roztocich
s TEO. Pro méfeni velikosti Castic a zeta potencialu chitosanovych roztokl o riznych kon-
centracich bylo pouZivano zafizeni Zetasizer Nano ZS. Vzorky o danych koncentracich byly
fedény 1% roztokem kyseliny octové, ktera byla dvakrat prefiltrovana ptes filtr o priméru
0.2 pm. Pro stanoveni velikosti ¢astic bylo smichdno 0.5 ml vzorku dané koncentrace s 1 ml
1% kyseliny octové. Pro méfeni zeta potencialu byl pfipraven vzorek obsahujici 6 pl vzorku

dané koncentrace a 3 ml 1% kyseliny octové.

Velikost castic byla métena pomoci laserové difrakce (index lomu 1.33 a absorpce 0.001).
Zeta potencial byl vyhodnocen pomoci modelu dle Smoluchowskiho. VSechna méteni byla

provadéna pfi 25 °C, ve tfech opakovanich.
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6.3.5 Stanoveni obsahu vlhkosti filmu

Obsah vlhkosti byl analyzovan susenim filma o velikosti 2x2 cm v susarné pfti teploté 105 °C

do konstantni hmotnosti. Procentuélni obsah vlhkosti byl vypocten podle vzorce 2.

mc =MD 109 )
My

Kde:
- MC obsah vlhkosti [%]

- M, pocatecni hmotnost vzorku [g]

- M; hmotnost vzorku po vysuseni [g]

Obr. 17 Vzorky chitosanového filmu s TEO

6.3.6 Stanoveni rozpustnosti filmua

Rozpustnost filml byla stanovena metodou dle Mehdizadeha a kol. [79]. Filmy o velikosti
2x2 cm byly vysuSeny v susarné pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Nasledné byly
vzorky vlozeny do 50 ml destilované vody a umistény na tfepacku, kde byly ponechany po
dobu 24 hodin (Obr. 18). Po uplynuti této doby byly zbyvajici ¢asti filmu ptefiltrovany z di-
vodu odstranéni piebytecné vody a suseny pii teploté 105 °C do dosazeni konstantni hmot-

nosti. Vysledna rozpustnost byla vypoctena pomoci vztahu 3.

_ (Mi—My)
M;

S 100 (3)
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Kde:

- S rozpustnost filmu [%]
- M; pocateéni hmotnost vzorku po vysuseni [g]

- My  hmotnost vzorku po smoCeni a nasledném vysusSeni [g]

i

Obr. 18 Sada vzorkii pri stanoveni rozpustnosti

6.3.7 Stanoveni tloust’ky filma

Tloustka chitosanovych filml byla stanovena pomoci digitalniho mikrometru s pfesnosti
+0.001 mm. Pro vypocet primérné tloustky filma bylo vyuzito deseti hodnot zméfenych

nahodné na kazdém vzorku.

6.3.8 Stanoveni propustnosti filmi pro vodni pary

Stupen propustnosti pro vodni pary byl stanoven v souladu s pravidly modifikovanymi podle
normy ASTM E 96-95 [80]. Vzorky filmii o priméru 36 mm byly umistény do oteviené¢ho
usti testovaci misky obsahujici 20 ml destilované vody (100% relativni vlhkost) a umistény
do exsikatoru se silikagelem (0% relativni vlhkost). Miska byla vaZena kazdou hodinu po
dobu 6 hodin. Ze zavislosti ubytku hmotnosti v danych ¢asovych intervalech byla pomoci
linearni regrese ziskana smérnice, ktera byla pouzita pro vypocet rychlosti pienosu vodni

pary (WVT) podle vzorce 4.
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wyT = (%) /A
Kde:
- WVT rychlost pfenosu pro vodni pary [g-h™!-m™]
- (%) hmotnostni ztrata vs. ¢as [g-h™!]

- A testovana plocha filmu [m?]
Propustnost pro vodni pary (WVP) pak byla vypocitana podle vzorce 5.

WVP — wvT — wvT
Ap S(R1—R2)

(5)
Kde:

- WVP propustnost pro vodni pary [g-h™'-m™2]

- WVT rychlost pfenosu vodni pary [g-h™!-m ]

- Ap rozdil tlaku vodni pary [Pa]

- S tlak nasycené vodni pary pii dané teploté [Pa]
- Ry relativni vlhkost v testovaci misce [%]

- R, relativni vlhkost okoli [%]

6.3.9 Stanoveni smacivosti filma

“4)

Smacivost byla hodnocena prostiednictvim méteni thlu smaceni provedeného na pfistroji

See Systém 6.2, kdy byla na ¢ast chitosanového filmu nanesena mikropipetou kapka vody

o objemu 5 pl. Prostfednictvim digitalni kamery byla kapka sniména a nasledné byl pomoci

softwaru vyhodnocen kontaktni thel (thel sméac€eni) na jednotlivych filmech. Méfeni bylo

provedeno vzdy tfikrat.

6.3.10 SEM analyza filmi

Analyza povrchil a prifeza filma byla provadéna na Ustavu pro hydrodynamiku AV CR

v Praze za pouziti skenovaciho elektronového mikroskopu Vege 3 s vysokym rozliSenim

(Tescam, CR). Pied zobrazenim byla na film nanesena vodiva povlakova vrstva.
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6.3.11 Stanoveni antimikrobialni d¢innosti filma

Antimikrobidlni aktivita EO a chitosanovych filmi byla testovana proti vybranym mikroor-
ganizmum, a to Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella ente-
rica subsp. enterica sérovar Typhimurium, Candida albicans a Aspergillus niger metodou

agarového difuzniho testu.

Pro testovani byly ptfipraveny piidy Mueller Hinton (MH) pro bakterie a Sabourand Dextrose
agar (SA) pro kvasinky a plisng. Pro pfipravu SA pudy bylo navaZeno 26 g ptislusné smési
na 400 ml destilované vody (pH = 5.6 = 0.2). Pro ptipravu MH ptdy bylo navdzeno 8,4 g
dopovidajici smési a 6 g agaru na 400 ml destilované vody (pH = 7.4 + 0.2). Takto pfipravené
roztoky pud byly vlozeny do autoklavu (120 °C, 20 minut). Po sterilizaci byly ptudy vylity

na sterilni Petriho misky a nechany ztuhnout.

Obr. 19 Smési na pripravu mikrobiologickych piid

Do plastovych zkumavek bylo pfipraveno 10 ml suspenze inokula ptisluSného mikroorga-
nizu o zékalu 0.5 McFarlanda (bakterie, kvasinky) rozmichanim bun¢k kli¢kou ve fyziolo-
gickém roztoku a nadsledné pomoci piistroje Vortex. Pro pfipravu suspenze plisni byla kul-
tura se sporami pielita fyziologickym roztokem s Tween 20 a odsata do plastové zkumavky.

Nasledné byla rozfedéna fyziologickym roztokem na zékal 1.8 McFarlanda.

Na jednotlivé pudy bylo napipetovano 1000 pl suspenze mikroorganizmu. Na takto zaocko-
vané plotny byly po oschnuti sterilni vyZzihanou jehlou naneseny vzdy dva chitosanové disky

filmu (primér 9 mm) piislusné koncentrace.
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Kultivace bakterii byla provedena v termostatu pfti teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Plisné
a kvasinky byly ponechéany pti pokojové teploté 48 hodin. Po uplynuti stanovené doby kul-
tivace byly odecteny primeéry jednotlivych inhibi¢nich zon, které znacily miru antimikrob-

niho ptisobeni filmu o dané koncentraci.

6.3.12 FTIR analyza chitosanovych filmu

Vzorky filmi o priméru 12 mm byly vloZeny do nastavce piistroje BRUKER Alpha-T, kde
byla méfena absorbance infracerveného zateni. Spektrum bylo manudlné vyhodnoceno po-

moci programu OPUS 7.5.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Chromatograficka analyza esencialnich oleji

Je zndmo, ze slozeni esencidlnich olejii se mize vyrazné lisit v zavislosti na lokalité, pod-
minkach a obdobi sbéru rostlin. Vysledky GC analyzy tymidnového oleje Atok a Nobilis
jsou uvedeny na obr. 20, 21 a v tabulce 5. Z chromatogram je patrné, Ze oba vzorky maji
podobné slozeni, u obou olejti byl prevazujici slozkou thymol, p-cymen, dale pak linalool,
karvakrol a B-karyofylen. OvSem, procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek se mirné 1isi.
U esencialniho oleje Atok bylo prokdzano vyssi mnoZzstvi thymolu (51.7 %) a karvakrolu
(2.7 %) v porovnani s EO Nobilis, kdy byl thymol obsazen v zastoupeni 34.5 % a karvakrol
1.8 %. Na druhou stranu, u EO Nobilis bylo zjisténo vys$si mnozstvi p-cymenu (25.3 %) ve
srovnani s olejem Atok (16.6 %). Ostatni slozky se jiz zasadné& nelisily, rozdil se pohyboval
v jednotkach %. Pravé thymol a karvakrol patii mezi velice u¢inné fenolické biocidni slou-
¢eniny, lze tedy ptedpokladat, Ze pravé tyto budou mit zna¢ny podil na vysledné anti-
mikrobidlni aktivit¢. Z vysledkii mikrobiologickych testd (kapitola 7.10) vyplyva, zZe

v pripad€ vzorki s obsahem tymianového oleje Atok bylo dosazeno vyssi ucinnosti jiz pfi

v
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Obr. 20 Chromatograficka analyza EO Atok
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Obr. 21 Chromatograficka analyza EO Nobilis

Tab. 5 Chromatograficka analyza tymianového oleje Atok a Nobilis

Atok Nobilis

Slozka Rt [min] | Plocha [%] | Slozka Rt [min] | Plocha [%)]
a-pinen 8.78 0.7 a-pinen 8.78 2.9
B-pinen 9.93 0.2 B-pinen 9.93 0.7
B-myrcen 10.01 0.9 B-myrcen 10.01 2.7
p-cymen 11.03 16.6 p-cymen 11.04 253
Eukalyptol 11.28 0.9 Eukalyptol 11.29 2.3
Linalool 12.68 54 Linalool 12.68 4.8
Kafr 13.79 0.2 Kafr 13.80 1.6
Menthol 14.19 0.7 Menthol 14.19 1.0
Terpinen-4-ol 14.28 1.0 Terpinen-4-ol 14.28 1.2
Terpineol 14.48 0.3 Terpineol 14.48 0.2
Citronellol 14.89 0.5 Citronellol 14.89 0.5
Neral 15.03 0.5 Neral 15.04 0.4
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Tab. 6 Chromatograficka analyza tymianového oleje Atok a Nobilis (pokracovani)

Atok Nobilis

Slozka Rt [min] | Plocha [%] | Slozka Rt [min] | Plocha [%]

Cinnamaldehyd | 15.55 0.2 Cinnamaldehyd | 15.55 0.1

Thymol 15.68 51.7 Thymol 15.70 34.5

Karvakrol 15.80 2.7 Karvakrol 15.81 1.8

B-karyofylén 17.36 2.8 Eugenol 16.48 0.2

Bisabololoxid-A | 17.55 0.1 B-karyofylén 17.37 34

o -humulen 17.72 0.1 Bisabololoxid-A | 17.55 0.1

B-farnesen 17.83 0.2 a-humulen 17.72 0.1
B-farnesen 17.83 0.1

7.2 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic je dulezity parametr, ktery ma vliv na vysledné fyzikalni a senzorické vlast-
nosti, jako jsou naptiklad vzhled, struktura, stabilita nebo chut’, tedy charakteristiky zasadni
pro aplikace chitosanovych filma s EO v praxi [71].

Na obrazku 22 je uvedena zavislost velikosti ¢astic jednotlivych filmotvornych roztokl na
centraci (0.5 a 1 hm. % TEQO) byly ¢astice pomérné velké, tedy na samé hranici méfitelnosti
pfistroje. OvSem, u vSech vzorkil dochéazelo s rostouci koncentraci tymianového oleje k za-
koncentraci TEO je patrny u vzorku tymidnového oleje firmy Atok s emulgatorem Tween
20 (HLB 16.7). Jisty rozdil v uvedenych kombinacich ptedstavuje vzorek s olejem Atok ve
smési s Tweenem 85 (HLB 11), kdy se primérna velikost ¢astic u nejvyssi koncentrace po-
hybuje cca o 1000 nm vySe v porovnani s ostatnimi emulgatory. I u ostatnich testovanych
koncentraci vykazoval systém s Tweenen 85 s nejniz§i hodnotou HLB nejvétsi ¢astice. Tento
vysledek byl potvrzen i analyzou SEM (viz kapitola 7.8). Pfi srovnadni roztokd s obsahem
tymianového oleje Atok a Nobilis se stejnym emulgatorem, tedy Tweenem 80 (HLB 15), 1ze

pozorovat ptiblizné€ stejné hodnoty velikosti ¢astic. Z téchto vysledki je patrné, ze charakter
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emulgatoru, respektive hodnota hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB) mé vliv na vysledné

hodnoty velikosti ¢astic [81].
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Obr. 22 Velikost castic u systémii s ruznymi koncentracemi TEO

7.3 Stanoveni zeta ({) potencialu

Zeta potencial je vyjadienim elektrostatického potencialu (naboje), ktery je definovan jako
rozdil elektrického potencidlu mezi dvéma kapalnymi fdzemi. Zeta potencial zavisi na che-
mickych a fyzikalnich vlastnostech kapalin. Casto je vyuzivan pro odhad povrchového na-
boje pro rizné fyzikaln¢ chemické procesy, jako je agregace, adsorpce a dispergace. Diile-
zity je také pro charakteristiku biopolymerd, jako je v naSem piipad€ chitosan [16]. Béhem
analyzy byly stanoveny hodnoty {-potencidlu vSech kombinaci oleji a emulgator v kon-
centraci 0.5 % — 5 hm. % TEQO. Pro porovnani bylo provedeno méteni {-potencialu samot-
ného chitosanu a dale tymidnovych esencidlnich oleji v kombinaci s Tweenem 80 (pfipra-
veno v pomeéru 4:1), jehoz vysledky jsou uvedeny v tabulce 6. Hodnota (-potencidlu
(+58,7 mV) 1% roztoku chitosanu v kyselin¢ octové odpovida skutecnosti, Ze pii kyselém
pH jsou pfitomné aminoskupiny kladn¢ nabité. Na druhou stranu {-potencial tymianovych
oleji méa hodnotu zédpornou. Negativni hodnoty byly naméteny i v praci Bonilly a kol. [71],
ktera studovala vliv bazalkového a tymidnového oleje na vlatsnosti chitosanovych filmi.

Vliv zvysujici se koncentrace TEO smési na hodnotu {-potencialu je uveden v tabulce 7.
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Hodnota potencialu 0.5% roztoku Atok + Tween 85 (57.3 mV) je téméf shodna se {-poten-
cidlem samotného chitosanu. U ostatnich systému doslo pii stejné koncentraci jiz k poklesu

{-potencialu.

Z tabulky 7 je patrné, Ze hodnoty zeta potencialu vykazovaly rozdilny trend s ohledem na
pouzity emulgator. V piipad¢ vzorkl s Tweenem 20 a 85 doslo s jejich zvySujici se koncen-
traci k nartistu zeta potencialu k hodnotdm cca +70 mV, ktera pfevysuje hodnotu {-potenci-
alu samotného chitosanu. Tento jev odporuje ptivodnimu ptfedpokladu a pro jeho vysvétleni
bude nutno provést dalsi meteni. U nizSich koncentraci TEO (0 az 3 hm. %) by se vzhledem
k dosazenym hodnotam {-potencialu mohlo ptedpokladat, ze uvedené emulgatory (Tween
20 a 85) favorizuji adsorpci chitosanu na rozhrani ¢astic. Podobny jev byl prokazan ve studii
[72], ktera se zabyvala filmy na bazi chitosanu a tymianového ¢i bazalkového oleje s ob-
sahem kyseliny olejové jako potencidlniho stabilizacniho ¢inidla. Bylo prokazano, Ze
pritomnost olejové kyseliny zptsobila nartust {-potencidlu, a to ziejmé v dusledku jeji ad-
sorpce na kapky EO, a nasledné interakce s molekulami chitosanu. Na druhou stranu, v pii-
pad¢ roztokli s obsahem Tweenu 80, hodnoty vykazovaly spiSe mirn€ klesajici trend, a to
bez ohledu na typ tymianového oleje (Atok vs. Nobilis). Zda se, Ze u tohoto emulgatoru hraje
primarni roli vliv naboje pouzitych esencialnich oleji. Na zakladé uvedenych vysledk neni
mozno zcela objasnit vzajemné interakce mezi polymerem a aktivni a stabiliza¢ni latkou
v roztoku. Hodnoty zeta potencidlu jsou evidentné vysledkem né&kolika faktorti, kromé sa-
motného naboje jednotlivych slozek je nutno zminit také vliv HLB hodnoty pouzitych emul-
gatort [82]. Nelze vyloucit ani moznost obsahu potencialnich necistot, které mohou ovliv-

fovat velikost ndboje ¢astic ve vyslednych systémech.

Tab. 7 Zeta potencial jednotlivych olejii

a chitosanu v kombinaci s Tween 80

Zeta potencial [mV]
Atok olej -23.1+0.7

Nobilis olej -25.6+0.6
Chitosan +58.7+0.4
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Tab. 8 Srovnani zeta potencidlu u systémii s ruznymi kombinacemi olejit a emulgatorii
Koncentrace TEO Atok + T20 | Atok + T80 | Atok + T85 | Nobilis + T80
[hm. %] Zeta potencial [mV]
0.5 40.5+5.7 43.8+1.7 57.3+0.8 341+1.7
1 374+£12 283+1.4 30+3 279+1.2
2 50.6 +1.2 30.1+1.2 59.6 +£0.7 342+0.9
3 50.6 +1.2 21.5+0.3 54.7+1.2 26.0+0.4
4 64.6 £0.9 342+0.9 69.6 £ 0.4 27.8+0.4
5 67.5+1.2 22.7+0.3 71+1 273+0.6

7.4 Stanoveni obsahu vlhkosti a rozpustnosti

Vliv inkorporace EO na vlhkost (MC) a rozpustnost (S) chitosanovych filmi je uveden na
obrazku 23 a 24. ZvySeni koncentrace esencidlniho oleje vétSinou ptispiva k tvorbé kova-
lentnich vazeb mezi funkénimi skupinami chitosanovych fetézci. Tento proces vede ke sni-
Zeni dostupnosti hydroxylovych skupin a aminoskupin, a tim se omezuji interakce polysa-
charid-voda pomoci vodikovych vazeb [83]. Nami ziskané hodnoty obsahu vlhkosti (Obr.
23) vykazuji mirné€ klesajici trend v rozmezi koncentraci 0.5-2 hm. %, od 3% koncentrace
TEO vs8ak dochazi u vSech vzorki k zdsadnimu narastu vlhkosti. V porovnani se samotnym
chitosanem (20.93 %, viz [84]) €ini rozdil témét 37 %. Diivodem by mohla byt nehomogenni
a nekompaktni struktura filml pfipravovanych s vys$simi koncentracemi TEO, a tedy osla-
beni vazeb mezi polymernim fetézcem a aktivni latkou, coz mlze vést k uvolnéni EO do
prostiedi a nasledné k zdsadnimu ovlivnéni fyzikalnich vlastnosti filmu. Dal§im vysvétlenim
by mohlo byt zvySujici se mnozstvi hydrofilniho emulgétoru a jeho ptfevazujici vliv nad

tvorbou pficnych vazeb.

Opacny trend, tedy pokles obsahu vlhkosti v chitosanovych filmech s obsahem EO byl za-
znamenan v praci S. M. Ojagha [83]. V tomto piipad¢ byl chitosan modifikovan prostied-
nictvim riznych koncentraci skoficového esencidlniho oleje (pouze do 2 obj. %) a Twe-
enu 80, jehoz koncentrace byla konstantni ve vSech vzorcich. Pro nalezeni vysvétleni rastu

vlhkosti u naSich filmt s vy$§im obsahem TEO a tedy i zjiSténi primarniho vlivu na tuto
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charakteristiku by bylo vhodné provést podobny experiment, tedy otestovat vzorky, u nichz

by koncentrace emulgatoru byla stabilni.
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Obr. 23 Vihkost chitosanovych filmu v zavislosti na koncentraci TEO
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Obr. 24 Rozpustnost chitosanovych filmii v zavislosti na koncentraci TEO
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Ze zévislosti rozpustnosti (Obr. 24) je patrné, Ze dochédzelo nejdiive k mirnému nartstu (do
2 hm. % TEO) a nasledné pak k poklesu hodnot v porovnani se samotnym chitosanem (22.5
% — stanoveno v praci [84]). U vzorkl s obsahem Tweenu 20 (HLB 16.7) byly zaznamenany
nejvyssi hodnoty rozpustnosti, naopak filmy s emulgatorem Tween 85 (HLB 11) vykazovaly
nizsi rozpustnost. V ptipad¢ nejvyssich koncentraci TEO (4 a 5 hm. %) u filmu s Tweenem
85 dosahovaly hodnoty 12 az 14 %, Nejvyssi rozpustnost byla naméfena u vzorki s obsahem
2 hm. %. TEO (az 38 % v ptipadé Tweenu 20). Z obrazku 24 je ovSem ziejmé, Ze reprodu-

kovatelnost vysledki byla horsi, vzhledem k vys$§im smérodatnym odchylkam.

K naristu rozpustnosti a zaroven poklesu vlhkosti doslo pii ptipravé a charakterizaci chi-
tosanovych filmt obsahujici polyfenoly, tedy bézné slozky tymidnového oleje [85]. Roz-
pustnost pii 0.25% koncentraci aktivni latky byla 19.93 % a nasledné doSlo k nariistu na

hodnotu 40.56 % pfti 1% koncentraci. Naopak, obsah vlhkosti klesl z 25.9 % na 16.94 %.

Je zfejmé, ze uvedené fyzikalni vlastnosti jsou stejné jako velikost Castic a zeta potencial,
ovlivnény vice faktory. Vyznam ma nejen pouzity EO, ale i typ emulgatoru, jeho HLB hod-
nota, piipadné miceliza¢ni parametry, které mohou ovliviiovat interakce mezi jednotlivymi
slozkami, jakoZto 1 potencialni solubilizaci tymidnového oleje do amfifilni struktury emul-

gatoru.

7.5 Stanoveni tloust'’ky filmi

Tloustka filmi, kterd miZe naptiklad ovliviiovat bariérové vlastnosti, byla dalsi sledovanou
charakteristikou. Chitosanové filmy s niz§imi ptidavky smési esencialniho oleje a emulga-
toru byly tenci, pevné a transparentni. U filmu s rostouci koncentraci TEO se tlouStka filmu
zvétsovala, filmy byly spiSe matné a snizovala se jejich pevnost. U filmi s nejvyssi koncen-
traci TEO (5 hm. %) dochézelo casto k tvorb¢ trhlin a také olejovych ok, z divodu Spatné
homogenizace. Tloustka jednotlivych filmi s rozdilnymi kombinacemi oleji a emulgatori

se vyrazn¢ neliSila a s rostoucim obsahem TEO se pohybovala v rozmezi 0.04-0.18 mm.

Podobny trend, tedy zvétSujici se tlouStka filmu s pfidavkem esencidlniho oleje byl potvrzen
1 ve studii L. Sun [85], kdy se tato hodnota pohybovala v rozmezi 0.090 — 0.126 mm (1%).
Takeé ve studii S. M. Ojagha [83] byla namétena tloustka filmu odpovidajici naSim vysled-

ktim, a to okolo 0.107 mm u vzorki s obsahem 2 % hm. skoficového EO.
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Tab. 9 Tloustka chitosanovych filmii
Koncentrace TEQ | Atok +T20 Atok + T80 | Atok +T85 | Nobilis + T80
[hm. %] Tloust’ka filmu [mm]
0,5 0.07 £0.01 0.05+£0.01 0.04 £ 0.02 0.06 £0.01
1 0.08 £0.01 0.12+£0.02 0.07 £0.01 0.07 £0.01
2 0.11 £0.03 0.14+£0.03 0.10 £ 0.02 0.11 £0.01
3 0.13+0.05 0.14 £ 0.05 0.13+£0.03 0.14 +£0.01
4 0.17 £ 0.04 0.13+£0.02 0.13 +0.02 0.18 £0.01
5 0.17+£0.03 0.16 £0.03 0.18 £0.03 0.18 £0.01

7.6 Stanoveni propustnosti pro vodni pary

Propustnost polymernich filmi pro vodni pary by méla byt pro optimalni praktické vyuZiti
nizka, aby dochézelo k prevenci nebo alespoil snizeni pienosu vlhkosti mezi okolni atmo-
sférou a ochrannym filmem. Samotny pfenos vodni pary zavisi na poméru hydrofobnich
a hydrofilnich slozek filmu, ale také na tlouStce nebo krystalinit¢ polymeru, kdy amorfni
struktury propoustéji vice vodnich par oproti polymerim krystalickym, jelikoZ krystalicka
miizka znesnadiiuje priichod molekul vody [86]. Propustnost je obecné vyjadiena jako doba
pfenosu vodni pary na jednotku plochy materialu vyvolana rozdilem tlaku mezi dvéma po-
vrchy za danych podminek, a to teploty a vlhkosti. Hlavnim cilem je sniZit pfitomnost kys-
liku, ktery vyrazné zkracuje dobu skladovatelnosti [11]. Vliv modifikace chitosanu (kon-
centrace TEO 2 hm. %) na bariérové vlastnosti filmi je zndzornén na obrazku 25. Je zfejmé,
ze doSlo k zasadnimu poklesu propustnosti u vSech modifikovanych vzorkt. Hodnota WVP
chitosanového filmu (16.5-10 g/Pa-h-m?) je o ¥4d vyssi nez hodnota vzorku obsahujiciho
cidlniho oleje Atok a Tween 85 (2 hm. %), ato WVP =9.6-10" g/Pa-h-m?. U film@ s obsa-
hem 2 hm. % esencialniho oleje Atok s Tweenem 20 a 80 byly hodnoty témét totozné (cca

10.103 g/Pa-h-m?).
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Obr. 25 Propustnost pro vodni pary (WVP) pro chitosanové filmy bez a s obsahem
2 % hm. TEO

Vliv inkorporace esencidlnich oleji do chitosanové matrice na snizeni propustnosti pro
vodni pary byl sledovan i v dalSich studiich. Ojagh a kol. [83], ktery studoval ti¢inky riznych
koncentraci skoficového oleje pro potencialni vyuziti v aktivnich obalech, prokéazal nejen
sniZeni propustnosti pro vodni pary, ale i vliv na tlouStku film@. SniZeni propustnosti pro
vodni pary bylo docileno 1 pfidavkem karvakrolu, ktery je souc¢asti tymidnového oleje. Touto
problematikou se zabyvala L. Sun [85] pfi sledovani fyzikalnich vlastnosti, antioxidacni a
antimikrobialni aktivity chitosanovych filmt obsahujicich karvakrol a extrakt z granatového
jablka. Bylo prokazéano, Ze sniZeni hodnot propustnosti pro vodni pary je zplisobeno modi-
fikaci hydrofobnich c¢asti filmu v disledku zmén poméru mezi chitosanem a karvakrolem

[87].
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7.7 Stanoveni smacivosti filmu

Kontaktni uhel, ktery charakterizuje smacivost danych filmd, je definovan jako tihel mezi
povrchem filmt a te€nou vedenou z mista kontaktu kapky vody s povrchem. Lze ptedpokla-

dat, ze hodnota kontaktniho uhlu se bude zvySovat s rostouci hydrofobicitou vzorku [83].

U vzorku samotného chitosanového filmu bez TEO byl naméfen kontaktni uhel 60.7°, tedy
pomérné vysokd hodnota. Je ovSem prokazano, Ze hydrofilita chitosanu zasadné zavisi i na
stupni deacetylace DA (nami pouzivany chitosan ma 87 % DA), pfi¢emzZ s rostouci hodnotou
DA, stoupd i thel smaceni [88]. Kontaktni uhly jednotlivych esencialnich oleji s emulgatory
(obsah TEO 0.5 az 3 hm. %) jsou uvedeny v tabulce 10. Méteni bylo pro kazdy film prove-
deno tiikrat a vysledek je jejich primérem. U vétSiny vzorkl byl zaznamenan pokles thlu
v porovnani s kontrolnim vzorkem, lze tedy ptfedpokladat dominantni vliv hydrofilniho
emulgatoru. S rostouci koncentraci TEO (3 hm. %) Ize ovSem sledovat nartist hodnot kon-
taktniho hlu, tudiz se zde jiz projevuje role hydrofobniho esencidlniho oleje. Je ovSem du-
lezité zminit, Ze métené hodnoty jsou zdsadné zavislé na vybéru mista filmu pro naneseni
kapky. V ptipadé, Ze vzorek neni zcela homogenni, mohou byt hodnoty vyznamné ovliv-

nény.

Obr. 26 Kontaktni uhel chitosanového filmu s 2 % EO a Tween 20

Tab. 10 Uhel smdceni vybranych koncentraci chitosanovych filmii

Koncentrace TEO Atok + T20 | Atok + T80 | Atok +T85 | Nobilis + T80
[hm. %] Uhel smaceni [°]
0.5 30.7+0.5 46.0+0.8 42.1+1.8 583+1.2
1 39.0+2.0 37.0+4.0 43.1+0.8 56.0+1.0
2 47.7+0.7 275+1.6 42.0+3.0 564+1.2
3 54.0+3.0 54.6+0.5 60.7+0.9 65.3+0.6
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7.8 SEM analyza filmu

SEM analyza skenovacim elektronovym mikroskopem slouzi ke sledovani mikrostruktural-
nich zmén polymernich filmi vlivem modifikace riiznymi aktivnimi slozkami, které mohou
mit vliv na propustnost pro vodni pary nebo i antimikrobidlni uc¢innost. Na obrdzku 27 jsou
SEM snimky povrchil a fezi chitosanovych filml bez a s obsahem esencidlniho tymiano-

vého oleje Atok a rtiznych emulgatorti (obsah TEO 2 hm. %).

Na obrazku 27a je zobrazen snimek kontrolniho chitosanového filmu bez pfitomnosti esen-
cidlniho oleje a emulgatoru. Je patrné, ze vzorek ma kompaktni homogenni strukturu, bez
port a jinych deformaci. Filmy sobsahem EO a emulgatoru maji méné homogenni strukturu
a obsahuji rizné velké kapky, v zavislosti na typu pouzitého emulgatoru. Na povrchu a fezu
chitosanového filmu s Tweenem 20 (Obr. 27b) Ize pozorovat nejednotnou distribuci ¢astic
o prumérné velikosti od 2 do 5 pm. U chitosanového filmu s Tweenem 80 (Obr. 27¢) je na
povrchu zietelné vétsi mnozstvi kapek, na fezu je pak patrnd pomérné rovnomérna distribuce
¢astic s niz§im stupném polydisperzity (primérna velikost 2 aZz 3 um). Na obrazku 27d
vlevo, tj. vzorku s obsahem Tweenu 85, jsou na povrchu patrné vétsi, vyrazné ohrani¢ené
sférické utvary. Na tezu filmu (Obr. 27d vpravo), jsou v polymerni matrici zietelné veétsi

Castice spiSe ovalného tvaru, pti¢emz k této deformaci mohlo dojit v diisledku suseni filmu.
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Obr. 27 SEM povrchii (vlevo) a Fezii (vpravo) chitosanovych filmii s 2 % TEO
(Atok): a) samotny chitosan, b) Tween 20 (HLB 16.7), c¢) Tween 80 (HLB 15), d)
Tween 85 (HLB 11)
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Zmény ve struktufe zadsadné zavisi na slozkéach obsazenych v ptivodnim filmotrvorném roz-
toku, tedy v nasem piipad¢ na pfitomnosti hydrofobnich esencidlnich oleji a také emulga-
tort s riznou hodnotou HLB. Nejvyrazné€jsi ¢astice byly zaznamenany u filmt s obsahem
pokladat, ze tento emulgator ma tendenci posouvat kapky oleje k povrchu filmu, coz je pa-
trné 1 z obrazku 27d vlevo. Vliv emulgatoru na morfoligii chitosanovych filmii s obsahem
EO byl studovan i v praci Y. Peng [89]. Bylo zjisténo, ze emulgator s vyssi HLB (Tween
80) zajistil vznik vice homogenni a hlad¢i struktury. Pro porovnani zde byl ovSem aplikovan
emulgator Span 80, ktery ma HLB hodnotu vyrazné nizsi, nez nami studované Tweeny.
Ptesto lze potvrdit vliv rizného typu emulgatoru na morfologické vlastnosti vzorkl. Typ
esencidlniho oleje také vyrazné ovliviiuje vyslednou strukturu filmu. Zatimco ve studii Val-
derramy a kol. [90] inkorporace tymidnového oleje do chitosanu vedla k vzniku olejovych
kapek zakotvenych v polymerni matrici, podobné jako u nasich vzorki, ptidavek skofico-
vého EO mél za nasledek vznik spiSe ,listové™, vicevrstvé kompaktnéjsi struktury.
Na druhou stranu hiebi¢kovy olej zptisobil zasadnéjs$i deformaci polymeru v podobé trhlin

[83], [91].

7.9 FTIR analyza chitosanovych filmii

Fourierova transformacni infracervena spektroskopie (FTIR) slouZi pro stanoveni funkénich
skupin pfitomnych v analyzovaném vzorku. Na obrazku 28 je zobrazeno srovnani spekter
emulgatoru Tween 80 (a), esencialniho oleje Atok (b), chitosanového filmu obsahujiciho
2 hm. % TEO Atok v kombinaci s Tweenem 80 (c) a samotného chitosanového filmu (d).

Hlavni absorp¢ni pasy jsou uvedeny v tabulce 10.

U Tweenu 80 (Obr. 28a) byly indikovany charakteristické piky, odpovidajici funkénim sku-
pinam tohoto emulgatoru [92]. Z FTIR spektra chitosanu (Obr. 28d) jsou v oblasti 3500-
3000 cm! patrné piky odpovidajici volnym OH skupindm piekryvajicim N-H vazby v ami-
noskuping. Vlivem ptidavku TEO (Obr. 28c) doslo k oslabeni tohoto pasu, coz vede k pted-
pokladu, ze nejvice reaktivni funkéni amino a hydroxylové skupiny chitosanu byly také osla-
beny, a to pravdépodobné z diivodu interakci s funkénimi skupinami tymianového EO [77].
Oblast 2950-2800 cm™! odpovida “stretching” médu C-H z -CHa skupiny chitosanové mole-
kuly. V disledku modifikace chitosanu prostfednictvim tymianového oleje byl indikovan
pik pti 2959 cm™! (Obr. 28c). Lze predpokladat, Ze absorpéni pas v oblasti 1414 cm™ od-

povidd —COO skupindm chitosanu, kter¢ jsou zodpovédné za jeho antimikrobialni aktivitu.
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Nové vzniklé piky v oblasti 900-600 cm™ (Obr. 28¢) poukazuji na interakci mezi chitosanem

a EO, a tim 1 za¢lenéni EO do chitosanového filmu [70].

Tymianovy olej (b) vykazuje n&které charakteristické piky, naptiklad pii 3390 cm™ (O-H,

N-H), 2961 cm™ (C-H , stretching* metylovych a isopropylovych skupin na fenolické struk-
tufe thymolu), 1619 cm™! (konjugovana dvojna vazba cyklu), 1584 (N-H), 1457 cm™! (CH
deformace), 1289 cm™! (C-O-C) [70], [93].

Vysledky FTIR analyzy odhalily nékteré strukturni zmény chitosanu, napovidajici o inter-

akci s tymianovym esencidlnim olejem Atok v kombinaci s Tweenem 80.

Absorbance Units

2

3

d)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Obr. 28 FTIR spektra: a) Tween 80, b) tymianovy olej Atok, c) chitosanovy film
s 2 hm. % TEO Atok s Tween 80, d) chitosan
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Tab. 11 Vypis signalit FTIR jednotlivych vzorkii

Vinova délka Chitosan Tween 80 EO Atok Film s TEO
[cm™] [v.em] [v.em™] [v.em™] [v.em]
3000-3500 (N-H, | 3510, 3466, | 3429 3390 3372
O-H) 3435, 3417,

3393, 3358,

3333, 3315,

3290, 3266,

3245, 3224,

3186, 3174,

3156, 3125,

3102,
2500-3000 (C-H) | 2923,2891 | 2923, 2868 2961, 2927, 2959

2870

1500-2000 (amidy | 1569 1736, 1643 1619, 1584, 1618, 1560
s C=0, N-H) 1517
1000-1500 (C-O, | 1414, 1152, | 1462, 1351, 1457, 1420, 1418, 1291,
C-0O) 1100, 1089, | 1298, 1250, 1109 | 1381, 1289, 1230, 1152,

1072, 1064, 1227, 1153, 1089

1042, 1019 1112,

1088,1060

500-1000 (C-H 656 950, 847, 533 945, 858, 809 947, 807,
aromatické) 654, 594
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7.10 Stanoveni antimikrobialni u¢innosti

Antimikrobialni chitosanové filmy jsou v dnesni dobé vyuzivany piedevsim pro tzv. aktivni
obaly, jimz byla vénovana kapitola 2. Antimikrobialni u¢innost nami ptipravenych vzorkl
byla stanovena pomoci agarové diskové metody. Vysledky jsou uvedeny na obrazku 29 az

32.

Obrazek 29 znazoriuje velikosti inhibi¢nich zon naméfenych u vzorkl s obsahem tymiano-
vého oleje Atok s Tweenem 20. Je ziejmé, Ze bylo dosaZeno antimikrobialniho G¢inku jiz
pii nejnizsi koncentraci TEO (0.5 hm. %), a to proti Gram™ bakteriim (Staphylococcus au-
reus, Bacillus cereus) a Gram bakteriim (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium). Ugin-
nost proti plisnim se projevila az od koncentrace 1 hm. % TEO, od 2 hm. % byl u¢inek
o témet 31 % vyssi nez vici bakteriim. Se zvySujici se koncentraci dochazelo u vSech vzorkl
k nardstu inhibi¢ni aktivity.
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Obr. 29 Antimikrobialni ucinnost EO Atok s Tween 20

Inhibi¢ni u¢inek tymianového oleje Atok s Tweenem 80 na obrazku 30 vykazuje podobny
trend jako v pfedchozim piipadé. U Gram™ a Gram™ bakterii dochazi k antimikrobialnimu
ucinku jiz pfi 0.5 hm. % koncentraci TEO. NarUst je opét pozvolny a nejsou zde vyznamné
rozdily mezi jednotlivymi mikroorganizmy. Inhibi¢ni Gi€inek na plisn¢ a kvasinky nastava

pfi 1% koncentraci TEO a vyznamné prevySuje inhibi¢ni u€inek vici bakteriim pii vysSich
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koncentracich. Pfi 4 a 5% koncentraci TEO byla zaznamenana maximalni inhibi¢ni zo6na,

a to cca 35 mm pro bakterie a 56 mm pro plisn¢.
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Obr. 30 Antimikrobialni ucinnost EO Atok s Tween 80

Vzorky s tymidnovym olejem Atok a Tweenem 85 vykdzaly ponckud rozdilné vysledky
(Obr. 31) v porovnani s pfedchozimi dvéma emulgatory. K inhibici bakteridlniho riistu do-
chazi podobné jiz pii 0.5% koncentraci, ovSem stejné tak byla zjisténa aktivita proti Candida
albicans. U bakterii je nartst pozvolny bez rozdilti mezi jednotlivymi druhy, zatimco u kva-
sinek a plisni je patrny vétsi rozdil v u€innosti pii vysSich koncentracich TEO. Nejvyssiho
ucinku bylo dosazeno proti plisni Aspergillus niger, kdy od 3% koncentrace TEO doslo
k vytvofeni maximdlni inhibi¢ni zony. MenSi inhibi¢ni z6na nez primér disku (9 mm)
u 0.5% koncentrace TEO byla pravdépodobné zplisobena ¢astecnou deformaci a odlepenim

disku od agaru.
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Obr. 31 Antimikrobialni ucinnost EO Atok s Tween 85

Na obrazku 32 jsou zndzornény vysledky vzorkli s obsahem esencidlniho oleje Nobilis
centraci (0.5 hm. %) pouze vuci bakterii Staphylococcus aureus. Proti dal$im testovanym
mikroorganizmim byla aktivita prokazana az od 1% koncentrace TEO. S dalSim zvySova-
nim obsahu TEO dochézelo i k riistu inhibi¢niho G¢inku u vSech vzorkii. Obecné ale vzorky
s EO Nobilis vykazovaly o néco niz8i i¢innost v porovnani s EO Atok, kterou lze vysvétlit
rozdilnym mnoZstvim a zastoupenim aktivnich latek v danych olejich. Maximalni inhibicni
zona byla dosazena proti Aspergillus niger pii 5% koncentraci TEO, a to 45 mm. V ptipadé
plisn¢€ Candida albicans byl pozorovan dokonce mirny pokles aktivity u nejvyssi sledované

koncentrace vzorku.
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Obr. 32 Antimikrobialni ucinnost EO Nobilis s Tween 80

Antimikrobidlni Gi¢inek tymidnového oleje byl potvrzen v mnoha studiich [64], [94], [95].
M. H. Hosseini ve své praci [91] porovnaval antimikrobialni ucinek tfi esencialnich olejt,
a to tymianového, hiebickového a skotficového. Nejveétsi antimikrobidlni aktivitu viici testo-
vanym mikroorganizmim (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella en-
teritidis, Pseudomonas aeruginosa) vykazoval pravé olej tymidanovy. Za tymianovym EO
nasledoval olej hiebickovy a nejnizsi inhibi¢ni aktivitu v tomto srovnani vykazoval olej sko-
ficovy. Rozdily v antimikrobialni G¢innosti jsou dany predevsim riznym chemickym sloze-

nim jednotlivych oleji, co se tyce samotnych slozek, nebo jejich mnozstvim.
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ZAVER
Cilem diplomové prace byla piiprava a charakterizace chitosanovych roztokl a filma s ob-

sahem tymianového oleje a riznych typti emulgatorii, které se navzajem liSily hodnotou

HLB.

Uvod praktické &asti se zabyva chromatografickou analyzou tymianovych olejii, které byly
pouzivany pro pfipravu antimikrobialnich chitosanovych systémd, a to od firmy Atok a No-
bilis. Vysledkem byl rozdil jak v zastoupeni nékterych jednotlivych slozek, tak i jejich kon-

centrace.

Dalsi ¢ast prace byla vénovana ptipravé samotnych chitosanovych roztokl o riizné koncen-
traci smé&si tymidnového oleje a emulgatoru (TEO), v naSem ptipadé byly pouzivany emul-
gatory Tween 20, Tween 80 a Tween 85. U roztokl byla ndsledné métena velikost ¢astic,
ktera klesala s rostouci koncentraci TEO. Nejvétsi ¢astice byly prokdzany u vzorkt s obsa-
hem Tweenu 85. Zmény ve velikost ¢astic byly potvrzeny i pii SEM analyze, kdy byla sle-
dovéana mikrostruktura filmt. Zatimco chitosanovy film mél homogenni strukturu bez port,
filmy s obsahem TEO obsahovaly riizné velké ¢astice v zavislosti na pouZzitém emulgatoru.
Dalsim sledovanym parametrem chitosanovych filmotvornych roztoki byl zeta potencial,
ktery je vyuzivan pro stanoveni intenzity naboje. Hodnota zeta potencidlu samotného chi-
tosanového roztoku bez ptidavku TEO se pohybovala okolo +58.7 mV. S rostoucim obsa-
hem TEO dochazelo k riznému priitbéhu zmén zeta potencialu v zavislosti na typu emulga-
toru. Roztoky s Tweenem 20 a 85 vykazovaly nariist zeta potencialu az k hodnotam, které
prevySovaly samotny chitosan. Opacny, tedy klesajici trend byl prokézan u systému s Twe-

enem 80, bez ohledu na pouzity esencialni ole;j.

Chitosanové filmy pfipravené odlévaci technikou z roztokl byly podrobeny dalSim analy-
zam. Obsah vlhkosti a rozpustnost filmi byla pfi stanoveni ovlivnéna ptitomnosti TEO, kdy
pii vyssich koncentracich dochéazelo ke vzniku nehomogennich filmti. Nicméné ptredpokla-
daného pribéhu, tedy poklesu obsahu vlhkosti s rostoucim obsahem TEO bylo dosaZeno
pouze v rozmezi koncentraci 0.5-2 hm. %, od 3% koncentrace dochazelo u vSech filmt k na-
rustu obsahu vlhkosti. V ptipadé rozpustnosti bylo u vSech vzorkl dosazeno podobného prii-
bchu, a to narlstu rozpustnosti u koncentraci 0.5-2 hm. % TEO, a naslednému poklesu od

3% koncentrace.
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Pro praktické vyuziti polymernich filmu je zasadni propustnost pro vodni pary. Pfidavkem
tymidnového oleje a emulgatoru do chitosanové matrice bylo dosaZeno snizeni propustnosti.

Tento pokles ¢inil az 58 % u filmu obsahujici Tween 85.

Vliv modifikace chitosanu byl analyzovan také metodou FTIR. Ze srovnani spekter vyplyva,
ze u chitosanového filmu s obsahem 2 hm. % TEO doslo ke vzniku novych piki, které sig-

nalizuji interakci mezi chitosanem a EO, a tim jeho zakomponovani do chitosanové matrice.

V neposledni fad¢ byla sledovdna antimikrobidlni aktivita chitosanovych filmi. Pro testo-
vani byly vybrany Gram™ bakterie (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium), Gram" bak-
terie (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) a Candida albicans s Aspergillus niger jako
zastupci kvasinek a plisni. U v§ech vzorkl byl pozorovan rostouci trend antimikrobilni ak-
tivity se zvysSujici se koncentraci TEO. Pfi srovnani esencialnich oleji firmy Nobilis a Atok
koncentraci TEO, a to 0.5 hm. %. V tomto oleji byl chromatografickou analyzou prokézan

vy$si obsah thymolu a karvakrolu, coz jsou vysoce t¢inné biocidni latky.

Zavérem lze fici, Ze byly pfipraveny chitosanové systémy s dostatecnou antimikrobialni ak-
tivitiou, jejichz fyzikalni a povrchové vlastnosti jsou ovlivnény pfitomnym esencialnim ole-
jem a piedevsim emulgéatorem. Vysledky diplomové prace mohou slouzit jako podklady pro
dalsi vyzkum v oblasti dané problematiky, zaméfeny na testovani vzorkt obsahujicich kon-
stantni koncentraci jedné ze slozek, za ticelem ovéfeni primdrniho vlivu na vysledné vlast-

nosti.
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NaOH Hydroxid sodny

HCl Kyselina chlorovodikova

KMnOs4 Manganistan draselny

DA Stupeni deacetylace

Mw Molekulova hmotnost

uv Ultrafialova oblast zafeni

IR Infracervena oblast zafeni

FT-IR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GC Plynova chromatografie
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"H-NMR Nukle4rni magnetick4 rezonance

kDa Kilodalton

MDa Megadalton
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NH;3" Amonny kationt

pK Zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty
G* Gram pozitivni mikroorganizmy
G Gram negativni mikroorganizmy

DNA Deoxyribonukleova kyselina
RNA Ribonukleové kyseliny

T™C N-trimethylchitosan

MCC Mono-N-karboxymethylchitosan
PIC Polyion komplexni micely

PEG Poly(ethylenglykol)
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PAAm  Poly(akrylamid)

PVP Poly(vinylpyrollidon)

PAA Kyselina akrylova
PNIPAm Poly-N-isopropylakrylamid
PVA Poly(vinyl alkohol)

GAG Glykosaminoglykany

3D Trojrozmérny
CO, Oxid uhlicity
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EO Esencialni olej
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SFE Superkriticka fluidni extrakce
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C3HeO3  Kyselina mlécna

EP Evropsky parlament

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
EU Evropské unie

FID Plameno ionizac¢ni detektor

CH3COOH Kyselina octova
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TEO

WVT

MH

SA

Rt

HLB

SEM

DD

OH

NH

COO

CH

Smés esencialniho oleje s emulgatory
Rychlost pfenosu pro vodni pary
Mueller Hinton ptda
Sabourand Dextrose
Retencni cas
Hydrofilné-lipofilni rovnovaha
Analyza skenovacim elektronovym mikroskopem
Stupeni deacetylace
Hydroxy skupina
Amino skupina
Karboxy skupina

Methylové skupina
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