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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva vyznamem a vyuzitim pfirodniho rostlinného materialu na bazi

kukufi¢ného proteinu zeinu.

V teoretické Casti jsou klasifikovany proteiny se zaméfenim na zein, jeho strukturu, vlast-
nosti a aplikace. Dale je zde uveden vycet aktivnich latek s potencidlem pro zabudovani do

zeinové matrice za ucelem zajisténi antimikrobialnich vlastnosti.

Prakticka ¢ast se zabyva pfipravou vzorkil zeinovych filmt s obsahem aktivnich slozek
(esencialni oleje, monoacylglycerol kyseliny laurové) a sledovanim vlivu této modifikace na
inhibici ristu vybranych bakterii, kvasinek a plisni. V dalsi ¢asti byly studovany morfolo-
gické a fyzikdlni vlastnosti pfipravenych filma, jako je propustnost pro vodni pary, rozpust-

nost ve vodé a smacivost.

Kli¢ova slova: antimikrobidlni vlastnosti, esencialni olej, fyzikalni vlastnosti, kontaktni

uhel, laurova kyselina, monolaurin, zein.

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the importance and use of natural plant material based on zein

maize protein.

In the theoretical part, proteins with a focus on zein, its structure, properties and applications
are classified. Furthermore, there is a list of active substances with potential for incorporation

into a zein matrix to provide antimicrobial properties.

Practical part deals with the preparation of zein films containing active ingredients (essential
oils, lauric acid monoacylglycerol) and observing the effect of this modification on inhibi-
tion of growth of selected bacteria, yeasts and fungi. In the next part, the morphological and
physical properties of the prepared films, such as water vapor permeability, water solubility

and wettability, were studied.

Keywords: antimicrobial properties, essential oil, contact angle, lauric acid, monolaurin,

physical properties, zein.
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UvVOoD

Antibakterialni polymerni materidly nachézeji vyuziti v mnoha oblastech, jako je napiiklad
zdravotnicky, potravinarsky a textilni pramysl. Za ti¢elem prevence proti nezadouci mikro-
biadlni ndkaze jsou vyuzivany nejrizné€jsi organické i anorganické aktivni latky. Soucasnym
trendem je vyuzivat biologicky odbouratelné materidly pochézejici z obnovitelnych zemé-

dé€lskych surovin, Zivoc¢isnych zdroji, nebo produkovanych mikroorganismy.

Zajimavou a rychle se vyvijejici technologii pfedstavuji aktivni polymerni obalové materi-
aly, u nichz je také kladen zvlastni diiraz na ekologickou stranku, tj. minimalizaci odpadi,
snadnou odbouratelnost, nizkou toxicitu apod. Folie a povlaky na bazi proteinti predstavuji
perspektivni alternativu k tradi¢nim syntetickym materialim. Zein je jedinym proteinem ko-
meréné extrahovanym z kukufice, ktery je schopen tvofit pevné hydrofobni biodegradabilni

filmy vyuzitelné naptiklad jako nosice aktivnich latek s postupnym uvoliiovanim.

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovat literarni reSersSi na dané téma a nasledné pripravit
a charakterizovat filmy na bazi zeinu a aktivnich latek ptiznivych pro vyuziti naptiklad v po-

travinarstvi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PROTEINY

Proteiny, nebo také bilkoviny, jsou biomakromolekularni latky, které spolu se sacharidy
patii mezi nejdilezitéjsi ziviny. Zakladni stavebni slozkou proteinii jsou aminokyseliny
(dale jen AMK), které jsou vzajemné propojeny peptidovymi vazbami (Obr. 1) [4, str. 30—
36].

O—0O

C//O
\

OH

N
Pz
I—O—IT
Z
I—O0—x

Obr. 1 Peptidova vazba [4]

1.1 Klasifikace proteint

Proteiny maji velmi rozmanité vlastnosti i slozeni a 1ze je klasifikovat podle riiznych krité-
rif.
e Podle ptivodu:
e 7ZivoCi$né (z vajec, mléka, masa a ryb)
e rostlinné (napf. z luSténin, obilovin a ofechtl)
e Podle struktury a slozeni:
1. jednoduché — obsahuji pouze AMK
e globulérni proteiny — rozpustné ve vod¢ nebo ziedénych roztocich soli
e fibrilarni — vétSinou nerozpustné, vlaknité

2. slozené — krom& AMK obsahuji i neproteinovou ¢ast a déli se dale na:

e fosfoproteiny e glykoproteiny
e chromoproteiny e nukleoproteiny
e lipoproteiny e metaloproteiny

e Podle rozpustnosti se proteiny rozdéluji na:
1. albuminy
- snadné rozpustnost ve vod¢, srazeji se s roztoky o vysoké koncen-
traci siranu amonného
- patii sem ovalbumin (vajecny bilek), laktalbumin (mléko), serumal-

bumin (krevni sérum)
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2. globuliny
- nerozpustné ve vod¢, rozpustné ve ziedénych solnych roztocich
3. histony
- rozpustné ve vodé 1 ziedénych kyselinach
- bazicky charakter diky vysokému obsahu argininu a lysinu
- jsou pfitomny v bunééném jadru
4. protaminy
- vice bazické nez histony
- nalezneme je v rybim mlici
5. skleroproteiny
- vléknité proteiny, téméf ve vod¢ a roztocich soli nerozpustné
- jsou to naptiklad kolagen keratin a elastin
6. gluteliny
- patii k rostlinnym, ve vodé a roztocich soli nerozpustnym proteiniim
- naopak jsou rozpustné ve zifedénych zdsadach a kyselinach
7. prolaminy
- protein rostlinného ptivodu, nerozpustné jak ve vodé, tak v roztocich
soli.
- dobfe se vSak rozpousti v ethanolu.
- podle nékterych prolaminy jsou prolaminy spiSe polypeptidy [4 (str.
30-31), 8].

1.2 Struktura proteini

1.2.1 Primarni struktura

Kazdy protein ma neménné a pro dany protein charakteristické slozeni nerozvétveného pep-
tidového fetézce. Primarni struktura tedy udava potadi jednotlivych aminokyselin v protei-
novém fetézci. Aminokyseliny maji v peptidovém fetézci specifické prostorové uspotradani

[4, str. 31-35].

1.2.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura souvisi s prostorovym uspotadanim polypeptidového fetézce. Existuje
ve dvou forméch, a to bud’ jako tzv. a-helix (pravotociva Sroubovice), nebo B-skladany list,

coz jsou dva peptidové fetézce paralelné spojené vodikovymi mustky [4 str. 31-35].
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1.2.3 Terciarni struktura

Terciarni struktura udava usporadani a-helixu nebo B-skladaného listu do finélniho prosto-
rového tvaru proteinové molekuly. Vysledkem muze byt fibrilarni (vlaknitd) nebo globularni
struktura (klubko). Vyznam zde maji vodikové vazby, elektrostatické, hydrofobni interakce,

nebo disulfidické mistky [4 str. 31-35].

1.2.4 Kvartérni struktura

Tato struktura existuje u bilkovin sloZenych z nékolika polypeptidovych fetézct, které jsou

spojeny prostrednictvim extramolekularnich vazebnych interakei [4 str. 31-35].

: .. beta-skladany list
aminokyseliny alfa - helix beta - skladany list

Primarni strukttura Selondarm stulchwa Terciarnt stnilchwra

Obr. 2 Struktura proteinii [upraveno podle 32]

1.2.5 Denaturace

Denaturace je zména struktury proteinu zpusobend fadou fyzikéalnich a chemickych vlivi,
jako jsou vysoka teplota, zména pH, UV zéfeni. Dochézi k pferuSeni sekundarnich vazeb a
tim k rozvinuti polypeptidického fetézce (Obr. 3). Denaturovany protein ztraci svou biolo-

gickou aktivitu [4 str. 31-35].

Obr. 3 Denaturace [42]
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2 ZEIN

Zein patii do skupiny rostlinnych proteinti, které se rozd€luji na gluteliny a prolaminy. Do
skupiny glutelinii fadime glutenin (pSenice), oryzenin (ryze), hordein (jecmen). K prolami-

niim patii kromé kukuticného zeinu zejména gliadin ze pSenice [4 (str.39-46), §, 9].

2.1 Zdroj zeinu

Zein je ziskavan extrakci z kukufi¢nych zrn, jejichz hlavni soucasti je endosperm a klicek,
které obsahuji vétSinu Skrobu a oleje (Obr. 4). Kukufice je obilnina, ktera je pivodem ze
Severni Ameriky, odkud se rozsifila i do Evropy. V soucasnosti se péstuje ve velkém métitku

témert po celém svété, po psenici a ryZzi je nejpéstované]si plodinou [8, 9].

endosperm

perikarp

slupka

skrob klicek

hrot

Obr. 4 Zrno kukurice [upraveno podle 9]

2.1.1 Vyskyt a sloZeni proteinti v kukuFici

Obsah proteintl se li$i v zavislosti na druhu potraviny. Nejvice proteinl se nachazi v zivo-

¢iSném materialu, z rostlin jsou bohaté na proteiny lusténiny a olejniny.

Jednotlivé slozky kukufi¢ného zrna jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1). Obsah proteinu se po-
hybuje od 6 do 12 % suché hmotnosti v zavislosti na odrad¢. Je tvoten 45-50 % zeinu, 20—
30 % smési glutelinti, zbytek tvoii albuminy a globuliny, které se nachézeji v klicku. Az 75
% zeinu je obsazeno v endospermu kukuti¢ného zrna, zbytek je v klicku a otrubach. Glutelin
je rozdélen mezi endosperm a klicek, albuminy a globuliny jsou obsaZeny zejména

v klicku (Tab. 2).
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* volny dusik, pentosany, kyselina fytova, rozpustné cukry, xantofyly

Tab. 2. Rozdelent proteinii v kukurici (% suchého podilu) [9].

Tab. 1. Procentualni zastoupeni la-

tek v zrnu kukurice [9].

Slozka Zastoupeni (%)
Skrob 62
protein 7,8
olej 3,8
popeloviny 1,2
ostatni* 10,2
voda 15

Protein Rozpustnost | Celé zrno | Endosperm | Klicek
albumin voda 8 4 30
globulin solny roztok 9 4 30
glutelin zésadity roztok 40 39 25
zein alkohol 39 47 5

2.2 Chemické vlastnosti zeinu

Jak uz bylo vySe uvedeno, zein je nerozpustny ve vode, rozpousti se v ptitomnosti alkoholu,
v koncentrovaném roztoku mocoviny, v siln¢ alkalickych roztocich (pH 11 nebo vyssi), nebo

v roztocich anionickych detergentti. To je zptisobeno specifickym slozenim aminokyselin

(Tab. 3)
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Tab. 3. Slozeni aminokyselin v zeinu (g AMK/100 g zeinu) [9].

Ttirida AMK Prirodni zein Komercni zein
glycin 0 0,7
alanin 10,52 8,3
valin 3,98 3,1
, leucin 21,1 19,3
nepolarni : -
i1soleucin 5 6,2
fenylalanin 7.3 6,8
tryptofan 0,16 0
prolin 10,53 9
serin 7,05 5,7
OH skupina | treonin 3,45 2.7
tyrosin 5,25 5,1
sirné methionin 2,41 2
cystein 0,83 0,8
lysin 0 0
bazické arginin 4,71 1,8
histidin 1,32 1,1
kys. asparagova 4,61 0
kyselé asparagin 0 4.5
kys. glutamova 26,9 1,5
glutamin 0 214

Zein je obzvlast’ bohaty na kyselinu glutamovou, leucin, prolin a alanin. Ma vSak nedosta-
te¢né mnozstvi zasaditych a kyselych AMK. Neobsahuje lysin a tryptofan, coz ovliviiuje
negativné rovnovahu dusiku ve stravé. Vysoky podil nepolarnich AMK a nedostatek bazic-

kych a kyselych AMK ovliviiuje jeho nerozpustnost ve vodé [9].

Zein je smési peptidi s riznou molekulovou hmotnosti, rozpustnosti a nabojem. Nejvétsi
procentudlni zastoupeni v kukufici ma a-zein (odpovidd 70-80 %), dale B-zein (5 %) a y-
zein (20 %), minoritni zastoupeni ma také d-zein. a-zein tvoii centrum struktury proteinu, f3

a y-zeiny jsou lokalizované na okrajich proteinové struktury [4 str. 37-39), 8, 9, 11].

2.3 Struktura zeinu

Molekula zeinu je mirn¢€ asymetrickd, ma Sroubovicové uspotradani s 9 opakujicimi se anti-
paraleln¢ uspofadanymi jednotkami stabilizovanymi vodikovymi mustky (Obr. 5).

Zein tedy vykazuje v nevodném prostiedi globularni strukturu podobnou béznym globular-

nim proteiniim, jako ma naptiklad inzulin nebo ribonukledza [9].
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Obr. 5 Struktura zeinu [9].

2.4 Prumyslové a spotiebitelské vyuziti zeinu

Zein neni pouzivan piimo k lidské spotiebé, a to zejména kvili negativni dusikové bilanci a
Spatné rozpustnosti ve vodé. Jeho vyroba je omezena asi na 500 tun za rok. Zein ma ovSem
vybornou schopnost tvoftit lesklé, pevné, hydrofobni filmy nepropustné pro mastnotu a
odolné vii¢i mikrobidlnimu napadeni. Potencidlni aplikace zeinu zahrnuji formy vlaken, le-
pidel, inkoustu, keramickych materidlti, dale vyuziti v primyslu textilnim, potravinaiském
a kosmetickém nebo také jako biologicky odbouratelné plasty [9]. Nékteré dalsi aplikace

jsou zahrnuty v dalSich kapitolach.

2.4.1 Rizené uvoliiovani

Za ucelem oddaleni aktivace lé¢ebné latky, naptiklad uvnitt stteva, a nasledné jejiho postup-
ného uvoliovani do krevniho obéhu, jsou vyvijeny nejrizné;jsi systémy na bazi proteinovych
mikrocastic. Takové systémy mohou byt také pouzity naptiklad ke zpoZdénému uvoliiovani
pesticidl a hnojiv. Smés zeinu s feromony je pouzivana k enkapsulaci pesticidll za t¢elem
zahubeni $klidct a soucasné zajisténi bezpe¢ného pracovniho prostiedi. Mikrocastice zeinu

mohou byt také pouzity jako ndhrada tukl a k enkapsulaci vybranych potravinovych aditiv

[9].

2.4.2 Povrchové upravy

Vrstvy na bazi zeinu jsou pouzivany v kosmetickych prostredcich za icelem prevence pii-
mého kontaktu mezi pokozkou a anorganickymi latkami pouZivanymi v téchto vyrobcich.
Mezi dalsi aplikace patii povrchové upravy papirovych lesklych obdlek casopisti, vyuZiti pii
vyrobé Cisticich blokl pro toalety, obvazovych materialii na rany, umélych $tétin riznych

typt kartacti nebo umeélych Sperki [9].
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2.4.3 Vlakna

Textilni vldkna zalozend na bézi zeinu byla vyrabéna jiz v 50. letech 20. stoleti spfadanim
alkalickych zeinovych roztokti, naslednym sraZzenim s kyselinami a solemi a kone¢né oset-
fenim pomoci formaldehydu. Likvidace téchto chemickych latek byla ov§em spojena s fadou
negativnich environmentalnich aspektti. Pozd¢ji se zacala vyrabét vlakna na bazi zeinu pro-

sttednictvim zesitovani [9].

2.4.4 Biodegradabilni filmy a plasty

Béhem poslednich let je znaény z4jem o aplikaci proteint, jako je zelatina, syrovatka, sdjovy
protein, zein z kukufice nebo pseni¢ny lepek, v biologicky odbouratelnych obalech pro zvy-

Seni trvanlivosti potravin jako je naptiklad ovoce a zeleniny.

Jedl¢ povlaky, pokud jsou pouzity na ovoci €i zelening, predstavuji bariéru proti vlhkosti,

vyméné oxidu uhli¢itého a kysliku. Zlepsuji také mechanické vlastnosti pfi manipulaci.

Tyto povlaky mohou byt obohaceny o riizné bioaktivni latky, jako jsou esencidlni oleje
(oregano, nové koteni, Cesnek, citronova trava, tymian), organické kyseliny (kyselina sor-

bova, octova, propionova), bakteriociny (nisin) a enzymy (lysozym).

Nejslibnéjsi aplikace zeinu v posledni dobé¢ tedy predstavuji biodegradabilni filmy vyuzi-
telné jako obalové materidly. Zein, hlavni zasobni protein v kukufiéném endospermu, je
slibny z divodt velkého mnozstvi zbytki pti vyrobé kukuti¢ného skrobu, komeréni dostup-
nosti a v neposledni fad¢ jeho schopnosti rozpoustét se v hydroalkoholické smési. Odtud jde
snadno pfevést na transparentni folie s vybornymi vlastnostmi praveé diky vysokému obsahu

nepolarnich aminokyselin.

Piivodni nemodifikované zeinové filmy vykazovaly velkou kiehkost, coz znaén€¢ omezovalo
vétSinu aplikaci. Mechanické vlastnosti byly pozdéji vylepSeny ptidavkem riznych sit'uji-
cich ¢inidel, jako je napfiklad kyselina citronova nebo formaldehyd. Pevnost zeinovych
filmt a propustnost pro plyny mize byt také zlepSena zaclenénim vysoce stabilnich kiemi-
gitanovych komplexi do proteinové struktury. Rada studii se zabyva modifikaci zeinovych

filmt prostiednictvim antimikrobialnich latek [9, 17, 36].
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2.4.5 Vyuziti ve zdravotnictvi

I ptes nedostatek esencidlnich AMK miiZze mit zein urcity nutricni a farmaceuticky vyznam.
U enzymaticky modifikovaného zeinu byl prokazan vliv na sniZzeni krevniho tlaku testova-

ného na krysach. Také byla zkoumana antioxidacni aktivita tohoto proteinu [9].
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3 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly jsou parcidlni estery glycerolu, v nichz jedna hydroxylova skupina je
esterifikovana mastnou kyselinou. Kromé 1-monoacylglycerolt mohou vznikat také 2-mo-

noacylglyceroly (Obr. 6) [1,2,3].

a) b)
H,C—0——CO—R H,C——OH
HC——OH HC|) 0—CO—R
H,C——OH H,C——OH

Obr. 6 Struktura a) 1-monoacylglycerolu, b) 2-monoacylglycerolu [upraveno podle 4]

Monoacylglyceroly (dale jen MAG) jsou ve vodé nerozpustné, ale miizou vytvaret stabilni
hydratované disperze. MAG jsou polymorfni a mohou existovat v riznych krystalickych
formach v zavislosti na teploté. Molekula MAG ma amfifilni charakter, to znamena, ze ma
jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢ast. Maji tedy tendenci snizovat mezipovrchové napéti na
rozhrani dvou nemisitelnych kapalin, pficemZ MAG s krat§im uhlikovym fetézcem vykazuje

zasadnéj$i povrchovou aktivitu. [12, 13].

3.1 Hlavni vyuziti monoacylglycerolu

MAG jsou Siroce vyuzivany v potravinarském pramyslu jako emulgatory pii vyrobé mar-
garinli, pomazanek nebo tfeba zmrzlin, mraZzenych dezertl a zvykacich gum. Jsou také hojné
aplikovany v pekaftstvi, kde modifikuji reologické vlastnosti tésta. Pfi vyrob¢ téstovin se do
tésta pfidava hydratovany MAG, coz ma za nasledek sniZeni lepivosti uvatenych té€stovin.
Diky krystalovému polymorfismu a podobnosti s triacylglycerolem, mohou byt MAG pou-

zivany také jako tukova ndhrada do nizkotu¢nych mléénych vyrobkii.
V textilnim a plastikarském primyslu se MAG piidéavaji za G¢elem promazani a zmé&kceni
plastovych vyrobk, vykazuji také antistatické vlastnosti. Déle se pouZivaji pti vyrobé poly-

olefinovych vlaken, latka je potom odolngjsi proti vod¢ a barevné stalejsi [12].
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3.1.1 Monoacylglyceroly v kosmetice

V kosmetice se nejCastéji pouzivaji MAG nasycenych mastnych kyselin. Jsou stabilnéjsi
vuci oxidaci, inertni i v pfitomnosti aktivnich latek a jsou bezbarvé. Pfidavaji se jako emul-
gacni ¢inidla a emolienty, disperguji vodu a dobfe penetruji pokozkou. Jsou soucasti lipida
v pokoZce, tudiz jsou kompatibilni jak s pokozkou, tak sliznicemi a nedrazdi ji. Pokozku
neodmast’uji, tak jako jiné povrchové aktivni latky. Nejcasteji se MAG pridavaji do masti,
krémii a lotionti pro svou schopnost stabilizovat emulze. Miizeme je také nalézt v pfipravcich
na vlasy. MAG s matnymi kyselinami o stiedni délce fetézce maji také antimikrobialni

funkci, zabranuji pfenosu patogenti na sliznici [12].

3.2 Priprava monoacylglycerolu

Monoacylglyceroly se zacaly primyslové ve vétsim métitku vyrabét roku 1960, a to glyce-
rolyzou triacylglyceroli. Prvni zminka o syntetické vyrob¢ ale pochdzi jiz z roku 1853. V

soucasné dobé¢ 1ze MAG vyrobit n¢kolika zplsoby:

o Esterifikaci karboxylovych kyselin s glycerolem
o Hydrolyzou triacylglyceroli
o Interesterifikaci

o Adici mastné kyseliny na glycidol otevienim epoxidového kruhu

3.2.1 Esterifikace karboxylovych kyselin s alkoholy

Pti esterifikaci karboxylovych kyselin s alkoholy, v tomto ptipadé glycerolem, nejdiive
vzniknou monoacylglyceroly, dalsi esterifikaci diacylgylceroly, az dojde k upIné esterifikaci
na triacylgylceroly (Obr. 7). U reakce je predpokladan iontovy mechanismus, ale z ditvodu
nizké rychlosti neni pfili§ vyuZivanou metodou. Pti pouZiti katalyzatorti, vodikovych nebo
hydroxylovych ionti, je vytéZnost vysoka. Mezi nejcastéji pouzivané katalyzatory patii kon-
krétn€ hydroxid sodny, dale mize byt pouZita 1 kyselina sirova, fosfore¢na, chlorovodikova
nebo boritd. Pii pouziti kyselych katalyzatort je vyhodou rychlé oddé€leni po skonceni re-

akce.

Reakce probiha i bez pfitomnosti katalyzatoru za vysoké teploty. Voda uvoliiovana pii reakci
tékd z reakéni smesi a tim posunuje reakéni rovnovahu ve prospéch esteru [3 str. 44-45, 12,

14].
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H,C OH H,C O——CO—R;y H,C O——CO—R;y H,C——O0——CO——R;
+ R{COOH | + R,COOH | + R-COOH |
HC——OH ——————® HC——OH ——  » HC—OH ° » HC—O0——CO—R,
-H0 -H,0
-H0 ‘
H,C OH H,C OH H,C O0——CO Rz H,C——0——CO R3

Obr. 7 Schéma esterifikace [upraveno podle 4].

3.2.2 Hydrolyza esteri

Hydrolyza je opacnou reakci esterifikace. Triacylglyceroly pfi této reakci ptijimaji molekulu
vody, mastna kyselina se odStépi a vznikne parcialni acylglycerol, nejdiive diacylglycerol,
dale monoacylglycerol a nakonec volny glycerol (Obr. 8). Reakce je katalyzovana nejcastéji

oxidy nebo hydroxidy kovil druhé skupiny a probiha pod tlakem a pii vysoké teploté.

Reakce probiha rychle, protoze se parcialni estery v reakénim prostfedi nehromadi, jelikoz

voda neni misitelna s triacylglyceroly [3 str. 4647, 12, 14].

H,C——0——CO—R; HoC——0——CO—R; HoC——0——CO—R H,C——OH
-R,COOH - R,COOH | - R3COOH |
HC—0——C0——R, —————®» HC——0——CO——R, ——————» HC——OH s HC—OH
+H0 +H0 +H0
H,C——0——CO—R; H,C——OH H,C——OH H,C——OH

Obr. 8 Schéma hydrolyzy [upraveno podle 4].

3.2.3 Interesterifikace

O interesterifikaci se jednd v piipadé, Ze reakénim partnerem pfi esterifikaci je ester. Sou-
¢asti jsou tfi typy reakcei:
e Alkoholyza
Tato reakce je z technického hlediska nejvyznamné;jsi. Pii primyslové vyrobé se nej-
Castéji vyuziva glycerolyza. Reakce muze byt katalyzovana alkalicky pii pokojové
teploté, nebo miize probihat s kyselymi katalyzatory, kdy je vSak nutné smés zahtivat
na teplotu 100 °C.
Reakci molekuly glycerolu s triacylglycerolem postupné TAG pifechazi na DAG a
na MAG (Obr. 9). Reakce je vratna [3 str. 45-47, 12, 14].

R,COOR; + Rz0H <——— R COOR; + R,OH

Obr. 9 Schéma alkoholyzy [upraveno podle 4].
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e Acidolyza
Tato reakce slouzi v prvni fad¢ k nahradé méné vhodnych mastnych kyselin v pii-
rodnich triacylglycerolech. Nekatalyzovana reakce probiha pfi teplotdch 250—
300 °C. Reakce v pritomnosti katalyzatoru je provadéna pfti teploté okolo 150 °C.
Prakticky se acidolyza pouziva pii ndhrad¢ nizsich mastnych kyselin v kokosovém a

palmojadrovém oleji za vyssi mastné kyseliny (Obr. 10) [3 str. 45-47), 12, 14].

R,COOR, + R;COOH <=——» R,COOH + R;COOR,

Obr. 10 Schéma acidolyzy [upraveno podle 4].

e Transesterifikace
Pti transesterifikaci neboli vlastni interesterifikaci dochazi k esterové vymeéné a tim

k upravé tuka (Obr. 11) [3 str. 45-47), 12, 14].

R,COOR, + R;COOR, R,COOR, + R;COOR,

Obr. 11 Schéma transesterifikace [upraveno podle 4].

3.2.4 Adice mastné kyseliny otevifenim epoxidového kruhu

Monoacylglyceroly lze pfipravit také nukleofilni adici mastné kyseliny na glycidol, ktery je
velmi reaktivni a pfi reakci dochazi k otevieni epoxidového kruhu. Reakce byva katalyzo-
vana organickymi bazemi. Mezi vyhody patii bezesporu univerzalnost reakce, vznik pro-

duktl s vysokou konverzi a mirné reakéni podminky [47, 48].

3.3 Antimikrobialni piisobeni monoacylglycerolii a mastnych Kkyselin

Antimikrobidlni G€inky mastnych kyselin dle mnohych autorli jsou vysledkem nedisocio-
vané molekuly — protonované kyseliny, nikoliv aniontem. Pokud by tomu tak opravdu bylo,
jejich aktivita by byla ovlivnéna pH, protoze pravé pH urcuje stupen disociace kyseliny.
Tato skutecnost byla prokazana u Clostridium perfringens. Zvysenim pH z 6,5 na 7,5 se
zvysily 1 hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) kyselin s kratkym fetézcem (kap-
ronove, kaprylové a kaprinové), naopak u MK se stiednim fetézcem (laurové a myristové)

doslo ke snizeni hodnoty MIC. Hodnota pH nijak neovlivnila nenasycené MK.
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Lze konstatovat, Ze:

1. s vyjimkou MK s kratkymi fetézci (méné nez 8 atomu uhliku), lipidy nemaji vliv na
gramnegativni bakterie

2. za mastnou kyselinu s nejvyssi antimikrobialni aktivitou je povazovéana kyselina
laurova (C12:0) z nasycenych, z nenasycend pak palmitoolejova (C16:1) a linolova
(C18:2)

3. pozice a pocCet dvojnych vazeb aktivitu ovlivituje vice u MK s dlouhym fetézcem

4. cis forma je aktivni, trans isomer neaktivni

5. kvasinky jsou vice ovlivnény MK s kratkym fetézcem (C10-12)

Estery mastnych kyselin a mastné kyseliny ptisobi na mikroorganismy nespecifickym me-
chanismem. Inhibi¢ni u€inek je zalozen na naruSeni buné¢né membrany, kde jsou ptitomné
dilezité enzymy pro vstiebavani kysliku. Inhibi¢ni pisobeni mastnych kyselin a MAG je
vSak zavislé na jejich koncentraci. Ve vyssich koncentracich maji u€inek ireverzibilni a bak-
tericidni, dochazi naptiklad k preruseni oxidacni fosforylace a nasledné inhibici transportu
latek zavislych na energii. Nékteré MK brani fosforylaci adenosintrifosfatu (ATP) na Gcasti
v biosyntetickych reakcich v bunice. Detergencni ucinky maji za nasledek poruseni mem-
brany a nasledné odpojeni energetického systému. Membrana mikroorganismu miize byt
také porusena v disledku vytvofeni vysoce uspofadanych vrstev MAG na povrchu bunky.
Tato membrana ovliviiuje signalni transdukei tim, Ze blokuje promotory, blokuje bunécné

dychani a méni absorpci aminokyselin.

Obecné 1ze MAG setadit od nejvyssi ucinnosti takto: monolinolenin > monolaurin > mo-
nomyristin > monolinolein. Tyto MAG jsou U€inné€ 1 proti sporam. Monopalmitin a monos-

tearin byly vyhodnoceny jako méné€ vyznamné [15, 16].

3.4 Monoacylglycerol kyseliny laurové

Tento typ esteru obsahuje na uhliku navazany zbytek kyseliny laurové (Obr. 12). Kyselina
laurova je nasycend mastné kyselina s 12 uhliky. Pfirozené se vyskytuje v matetském mléce,
kde tvoii 6,2 % z celkového mnozstvi tuku, je ale také v kokosovém oleji, kde jeji obsah

dosahuje az 47,5 % [5].
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Obr. 12 Monoacylglycerol kyseliny laurové [upraveno podle 5]

Monoacylglycerol kyseliny laurové, nazyvan také monolaurin (ML) je z divodu antimikro-

bidlnich u¢inkl vyuzivan v kosmetice, potravinaistvi, ale také ve farmacii.

Hojné se vyuziva jako emulgator pod obchodnim nazvem Lauricidin® pfi ptfipravé mar-
garinl. Zde ma funkci emulgujici, ale také jak je z nazvu patrné, pisobi jako antimikrobidlni
¢inidlo. Monolaurin je vSak ovliviiovan ptitomnosti Skrobtli a proteind, proto je tieba klst
diiraz na spravnou homogenizaci vyrobku a také uréity rozsah pH. Uprava pH probiha nej-

Castéji kyselinou octovou, citronovou nebo mléénou.

Ve farmaceutickych ptipravcich byl uspésné aplikovan pii 1é€b¢ infekce prsu zplisobené

Staphylococcus aureus a Streptococcus agalactiae [15].

3.4.1 Antimikrobiilni piisobeni

Vseobecné je monolaurin efektivnéjsi proti Gram™ bakteriim jako jsou Stafylokoky nebo
Streptokoky, kde je schopen narusit bunéénou membranu bakterii fyzikalnimi a chemickymi
procesy [5, 6, 7]. Je také znadmo, Ze snizuje tepelnou odolnost bakterie Bacillus cereus a
Pseudomonas aeruginosa, coz ma vyznam pii sterilizaci potravin, kdy lze snizit teplotu
ohfevu [15]. Antimikrobialni u¢inky monolaurinu mohou byt zvyseny, pokud se pouZije

v kombinaci s jinymi aktivnimi latkami, jako je naptiklad nisin nebo EDTA [49].
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4 ESENCIALNI OLEJE

Esencialni oleje (EO), také znamé pod pojmem éterické oleje nebo silice, jsou slozité smési
tékavych sloucenin produkované zivymi organismy a jsou izolovany fyzikalnimi prostredky,
jako je naptiklad lisovani ¢i destilace, z celé rostliny nebo jeji ¢asti. VSechny rostliny maji
schopnost vytvaret tékavé slouceniny, avSak pouze ve stopovych mnozstvich. Prestoze je
znamo asi 3000 druhii esencialnich oleji, jen 300 z nich je komeréné vyznamnych, vyuzi-
vanych zejména na vyrobu vonnych a aromatickych latek. Rostliny poskytujici zasadni

mnozstvi silic se nazyvaji ,,esencidlni olejové rostliny*, a d€li se na dvé skupiny:

- rostliny produkujici tékavé latky epidermalnimi vrstvami okvétnich listkt (raze,
jasmin, tuberoza)

- rostliny, jez vylucuji a akumuluji t€kavé latky ve specializovanych anatomickych
strukturach (sekre¢ni buiiky, kandly, zlaznaté trichomy); mezi takové rostliny patfi

kmin, fenykl, hiebi¢ek nebo kakost.

Rostliny syntetizuji esencidlni oleje pro rizné ucely, jako je ochrana rostliny proti houbam,
virm a bakteriim, obrana proti hmyzu a byloZravciim, vabeni opylovact nebo jako disper-

gacni €inidlo pro podporu rozptylu semen a pylu [19 str. 39-58, 151-170; 21, 24].

4.1 Oblasti vyuziti esencialnich oleji

Esencidlni oleje jsou vyuZitelné v Sirokém spektru oblasti. Vonné latky jsou nedilnou sou-
¢asti kosmetickych vyrobkd, jsou aplikovany pfi vyrobé parfémi, nebo dnes rozsifené aro-
materapii. Velké mnozstvi esencialnich oleju je také pouzivano v potravinaiském primyslu

pro vyrobu zmrzlin, napojl alkoholickych i nealkoholickych ¢i riznych pochutin.

Lécivé tcinky téchto oleji jsou zndmé nekolik staleti, proto jsou i dnes vyuzivany pro svou

antimikrobialni a antifungalni aktivitu.

V oblasti zeméd¢lstvi je aplikace esencidlnich olejii vyznamné jako nihrada syntetickych
pesticidll a herbicidl, nékteré z esencialnich olejl pisobi jako pfirodni biocidy. Zajimavé je
pouziti olejii ke zvySeni chuti hospodaiskych zvitat a zlepSeni traveni, coz vede k rychlejSim
naristim hmotnosti.

V neposledni fad¢€ jsou vyznamné nékteré oleje, naptiklad limonen, 1,8-cineole nebo pinen,
uzitecné jako prumyslova rozpoustédla. Jako parfémy do primyslovych detergentt jsou po-

uzivany frakce z eukalyptového oleje [17].
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4.2 Esencialni oleje z chemického hlediska

Hlavnimi slozkami esencidlnich oleji jsou terpeny a terpenoidy, vzacnéji se mohou vysky-
tovat slouceniny obsahujici dusik a siru, kumariny nebo homology fenylpropanoidt. Ter-
peny piedstavuji velkou skupinu latek na bazi uhlovodikii odvozenych z izoprenové jed-
notky (CsHsg) s riznymi chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Tyto latky jsou syntetizo-
vany v cytoplazmé rostlinnych bunék. Metabolickd draha syntézy terpenoidi je znazornéna
v dalsi podkapitole (Obr. 11). Mezi hlavni terpeny fadime monoterpeny (CioHis) a seskvi-
terpeny (CisHo4). Existuji vSak i terpeny s delSim fetézcem jako diterpeny (C20H32), triter-
peny (C3oHao) atd.

Monoterpeny jsou sloZeny ze dvou izoprenovych jednotek a umoziiuji tak mnozstvi rozma-
nitych struktur. Tvoii asi 90 % esencidlnich olejii. Radime sem napiiklad limonen, p-cymen,

a-pinen, a-terpinen, karvakrol, tymol nebo kaft.

Seskviterpeny tvoii sestava tii izoprenovych jednotek. Prodlouzeni uhlovodikovych fetézct
zvySuje pocet moznych cyklizaci a tim narlistd rozmanitost riznych struktur. Struktura a

funkce seskviterpenil jsou srovnatelné s monoterpeny [19].

4.3 Zakladni biosyntetické drahy

Piirodou produkované chemické latky lze klasifikovat do dvou hlavnich skupin — na pri-

marni a sekundarni metabolity.

Primarni metabolity jsou univerzalni napfic rostlinnymi a Zivo€isnymi druhy. DéEli se na ¢tyfi
podskupiny: proteiny, sacharidy, nukleové kyseliny a lipidy. Jsou z hlediska esencidlnich

olejit malo vyznamné, i kdyz mohou vznikat jako produkty degradace.

Sekundarni metabolity se vyskytuji jen v nékolika druzich a patii sem terpenoidy, shikimaty
a alkaloidy. Nejdulezitéjsi jsou terpenoidy [19 str.122]. Na obrazku 13 je uvedeno obecné

schéma biosyntézy terpenoidi.
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Obr. 13 Metabolicka draha biosyntézy terpenoidii [upraveno podle 19].

4.4 Vyroba esencialnich oleji

Esencialni oleje se zacaly prumyslové vyrabét v prvni poloviné devatenactého stoleti kvili

zvySené poptavce. Zejména se pouzivali pti vyrobé parfému a aromat.

Jak bylo zminéno vyse, esencidlni oleje jsou tvofeny pievadzné mono- a seskviterpeny a jejich
derivaty, alkoholy, aldehydy a estery. Terpeny jsou velmi strukturdlné rozmanita tiida rost-
linnych produktt. Na zaklad¢ slozeni esencialnich olejii jsou vyuzivany k analyze nasledu-
jici extrakéni techniky: destilace vodni parou, poté obvykle nasleduje rektifikace a frakcio-
nace, extrakce organickym rozpoustédlem, macerace, lisovani ze studena, enfleurdz, Soxhle-
tova extrakce, superkriticka fluidni extrakce, pfimé tepelna desorpce a dalsi [19 str. 83—121].

V nasledujicich podkapitolach budou popsany nékteré techniky ziskavani esencialnich oleja.

4.4.1 Destilace vodni parou

Tato metoda je vhodnd k ziskavéni tepelné odolnéjSich esencialnich olej, protoze pfi ni

dochazi k poSkozeni jemnéjSich sloZek silic.

Aparatura k destilaci ma Ctyfi ¢asti — nadrZ na materidl (v tomto piipadé rostliny), nadrZ na
olej, zafizeni na vyrobu pary a chladici zafizeni. Vznikla para je pfivadéna k nadrZi s rost-
linnym materidlem, kde dochazi k uvolnéni vonnych silic. Smés pary a rostlinnych silic kon-
denzuji v trubici, ktera prochazi chladicem. V disledku rozdilné hustoty a omezené misitel-
nosti oleje a vody lze obé¢ ¢asti od sebe oddelit. Olej se poté uchovava v hermeticky uzavie-

nych nadobach, chranény pied teplem a svétlem.
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Z destilacni vody, které obsahuje urcité mnozstvi nerozpusténého esencialniho oleje, se poté
vyrabi parfémy, prostfedky k aromaterapii, nebo je déale zpracovavana v potravinaiském

pramyslu [18 str. 345-364].

4.4.2 Lisovani za studena

Jde o mechanické ziskavani oleje, k cemuz jsou vhodné jen nekteré druhy rostlin, zejména
citrusové plody. V oplodi citrust, blizko slupky, se totiz nachdzi vyznamné mnozstvi esen-
cidlnich olejii a je tedy mozné je ziskat za pomoci mechanické sily. Pro vétsi vytéznost je
vhodné pouZit tzv. skarifikaci, coz je naruseni olejovych vackl jemnym propichanim slupky.
Z takto upravené kiry olej vytéka a je zachytavan do nadob s filtry. Tato metoda ziskavani

je tradi¢ni a ziskany olej je velmi Cisty [19 str. 83—121].

4.4.3 Extrakce organickym rozpoustédlem

U rostlinnych materiald, které obsahuji malé mnoZstvi esencidlnich olejli, se vyuzZiva ex-
trakéni proces organickym rozpoustédlem. Je to Setrna metoda k ziskani olejti napiiklad
z kvétl. Ziskany olej ovsem obsahuje také vedlejsi latky rozpustné v organickém rozpous-

tédle, jako jsou vosky ¢i rostlinna barviva.

Organickym rozpoustédlem nejcastéji byva hexan, metanol, etanol nebo petroléter. Roz-
poustédlo nasycené vonnymi latkami obsahuje mimo esenciélni olej také zminéné vosky,
které 1ze od oleje odstranit rozpusténim v teplém lihu a naslednym vymrazenim. Takto pie-

¢istény olej je jiz absolutni, velmi Cisty a koncentrovany [18 str. 345-364].

4.4.4 Enfleuraz

Tento typ extrakce patii mezi nejstarSi metody ziskavani vonnych latek. Je to metoda velmi
Setrna vhodnd pro vzacné materialy, které nesnesou vyssi teplotu (kvéty jasminu, tuberdza,
pomerancovnik, fialky). Je to extrakce kvétl do studeného tuku (nejcastéji do veprového
sadla nebo hovéziho loje) rozetfeného na sklenéné desce, na kterou jsou kladeny v jedné
vrstveé okvétni listky. Po nékolika dnech do sebe tuk vstieba vonné silice a vznikne tzv. po-
mada. Tu Ize pouZzit samu o sobé, nebo dale upravit extrakci rozpoustédlem (etanolem) pro
zisk absolutniho extraktu. Metoda je pouzivana omezeng, jelikoz je velmi ¢asoveé narocna a

nakladna [19 str. 83—121, 20].
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4.4.5 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

V této metodé se pouziva oxid uhlicity (COz) v superkritickém stavu, ktery je kapalny a ma
vlastnosti organického rozpoustédla. Je tedy vhodny k ziskéni velmi vzacnych a kvalitnich
silic.

Jedna se o fyzikalni proces, kdy nedochazi k uvoliiovani tepla ani k Zddnym chemickym
reakcim. Superkriticky CO:2 v tekutém stavu pod tlakem extrahuje z rostlinného materidlu
vonnou silici. Po skonceni procesu se vyrovnanim tlakti CO; odpatfi a ziistane pouze Cisty
esencialni olej. Tato metoda je dokonalejsi nez destilace a vznikaji tak vysoce kvalitni a ¢isté

esencialni oleje. Jedinou nevyhodou je nakladné specialni vybaveni a drahé konecné pro-

dukty [18 str. 345-364].

4.5 Biologicka aktivita esencialnich oleji

Bylinky a kofeni jsou pouzivany ke zlepSeni senzorickych vlastnosti potravin od staroveku.
Byly pouzivéany jako konzervacni latky, ale také z nutricniho a zdravotniho hlediska. Tyto
rostliny jsou vybornou alternativou syntetickych pfisad, a to nejen v potravinaiském pri-

myslu, kde slouzi zejména jako bezpecné, u¢inné a ptirodni konzervacni latky.

Esencidlni oleje jsou pfedmétem vyzkumu jednak z hlediska synergického ucinku s jinymi
konzervacnimi ptisadami, ale zejména pro své antibakteridlni, antimykotické, antimu-

tagenni, netoxické a antidiabetické vlastnosti.

Jejich biologicka aktivita je zplisobena vlastnostmi terpent, terpenoidd, které kvili své vy-
sokeé lipofilni povaze a nizké molekulové hmotnosti jsou schopny narusit bunéénou mem-
branu mikroorganismi a zptisobit tim smrt, potlacit sporulaci nebo zastavit jejich riist a mno-

Yeni [21, 24, 25].

4.5.1 Antibakterialni aktivita

Utinnost esencialnich oleji proti bakteriim, kdy ovliviiuji jejich riist a mnozeni, je velice
dobie prostudovana, a proto jsou oleje také kviili této vlastnosti ¢asto pouzivany.
Esencialni oleje mohou mit na bakterie u¢inek bakteriocidni, usmrceni bakterii, nebo bakte-
riostaticky, kdy dojde k inhibici ristu mikroorganismu.

Antibakterialni u¢inek olejl je ovlivnén fadou faktord. V prvni fad€ je to chemické sloZeni
a poloha substituent ve struktufe. Bylo uvedeno, Ze fenolické slou€eniny, jako je napiiklad

karvakrol, eugenol a tymol vykazuji rGzny Gc¢inek proti grampozitivnim a gramnegativnim
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bakteriim kvuli poloze hydroxylové skupiny ve fenolické struktufe terpenii. Aktivita u ter-
penoidil je zase ovlivnéna typem alkylovych substituentll a pfitomnosti karbonylové sku-
piny. Dalsi aspekt ovliviiujici biologickou aktivitu je stereochemie a pfitomnost dvojnych
vazeb v molekule. SloZeni oleju je vSak také zavislé na rostlinném druhu, na podnebi, ve

kterém je rostlina péstovana, na metod¢ ziskavani a ndsledném uchovavani oleje.

Vzhledem k vySe uvedenym udajiim Ize sefadit vybrané esencialni oleje v poradi podle sni-
Zujici se antibakterialni aktivity na: oregano > hiebicek > koriandr > skofice > tymian > mata

> rozmaryn > hoi€ice > Salv¢j [21, 22].

Mechanismt antibakteridlniho ptisobeni esencialnich oleju je nékolik. Mize jit o naruSeni
propustnosti membrany bakterialni bunky, ¢imz zptisobi rizné morfologické a fyziologické
zmény. Lipofilni ¢asti esencidlnich olejli napadaji cytoplazmatickou membranu, coz vede ke
zméndm membranoveé stability, hydrofobicity, méni se slozeni mastnych kyselin a fluidita.
Dalsi mechanismus pasobeni EO je zaloZen na naruseni protonové pumpy destabilizujici
strukturu bunééné membrany. To zplsobi nekontrolovatelny tok H' iontt, ktery vede k inhi-

bici pohybu rozpusténych latek a ndslednému naruseni intracelularniho pH [24].

4.5.2 Antimykotické ucinky

Nekteré druhy plisni a kvasinek jsou patogenni a zptisobuji fadu problémi. Jsou to eukary-
otické organismy, takze je obtiZné zjistit jejich pfitomnost v Zivém organismu a zvolit vhod-
nou terapeutickou 1écbu ve srovnani s bakterialnimi infekcemi. Znamenaji tak nebezpeci pro

¢lovéka, ale také naptiklad sniZzuji nutri¢ni hodnou potravin.

Esencialni oleje jsou v tomto ohledu slibnou alternativou, jak zmirnit mikrobidlni riist nebo
vyvoj biofilmi.

Mechanismus u¢inku EO spoc¢iva ve zvySeni permeability bunééné stény hub, tudiz dochézi
k uniku elektrolyti a makromolekul, coz vede k jejimu usmrceni. Dal§i moZnosti deaktivace
plisni je naruSeni struktury a funkce bunééné membrany nebo organel, ¢i inhibice syntézy
proteinil. Z hlediska inhibice rlstu 1ze antimykotickou aktivitu riznych latek odhadnout né-

sledovné: fenoly > skoticové aldehydy > alkoholy > aldehydy > ketony > ethery > uhlovo-
diky [21, 23, 24].

4.5.3 Antioxida¢ni ucinky

Antioxidacni latky jsou obecné slouceniny zabranujici ¢i zpomalujici nezadouci oxidacni

procesy. Pouziti téchto substanci je vyznamné v biologickych systémech, potravinarstvi,
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materialech obsahujici lipidy, proteiny, sacharidy ¢i organické molekuly tvorici zivocisné ¢i

rostlinné tkané.

Oxidace nastava radikalovou fetézovou reakci zprostiedkovanou peroxylovym radikalem.
Schopnost esencialniho oleje piisobit jako antioxidacni Cinidlo je zplisobena pfitomnosti fe-
nolt. Tyto latky poskytuji vodik z fenolické hydroxylové skupiny pravé reaktivnimu pero-

xylovému radikalu, ¢imz mohou zpomalit peroxidaci nenasycenych lipida [21, 25].

Nasledujici dvé podkapitoly jsou vénovany esencialnim olejim ziskanym z oregana a tymi-

anu, jelikoz tyto byly pouZzity v praktické casti bakalatské prace.

4.6 Esencialni olej extrahovany z oregana

Dobromysl obecné (Origanum vulgare) je rostlina z ¢eledi hluchavkovité (Lamiaceae). Je
pouzivana zejména jako kofeni pod ndzvem oregano. Dobromysl je péstovana jiz od antiky,
a to v oblasti Sttedomofti, odkud se rozsifila do ostatnich ¢asti Evropy, ale i na Blizky vychod

¢i do Severni Ameriky [39].

Hlavni slouceniny identifikované v esencialnich olejich z oregana jsou karvakrol a tymol.
Tyto dvé latky jsou zodpoveédné za charakteristickou viini, ale také za antimikrobidlni a an-
tioxidacni aktivitu. Poskytuji také vodikové atomy volnym radikaltim, a tak je pfeménuji na
stabiln€jsi produkty. Karvakrol a tymol ptisobi zmény v morfologii plisiovych hyf, které
vedou k 1yze buiiky. Terpenoidy v tomto oleji zase svou strukturou zasahuji do fosfolipidové
dvojvrstvy bakteridlnich membran, zajiSt'ujici antimikrobidlni G¢inky. Tyto vSechny vlast-
nosti esencialniho oreganového oleje z néj €ini perspektivni pfirodni prosttedek vyuZitelny
naptiklad v potravinaiském pramyslu. Pfidavkem oleje do Zivoc€iSné stravy nebo do mas-
nych vyrobki lze zajistit zlepSeni nutri¢nich hodnot, ziskani lepsi oxidacni stability pro-

duktu, a tudiz delsi trvanlivosti potravin [21].

4.7 Esencialni olej extrahovany z tymianu

Tymian obecny (Thymus vulgaris) také zndmy pod ndzvem matetidouska obecnd patii do
stejné Celedi jako dobromysl, do ¢eledi hluchavkovitych (Laminaceae). Ze Stredomoii, kde
je jeho ptivodni nalezisté, se jeho péstovani rozsitilo do stfedni a vychodni Evropy. Je obli-
beny pro své 1écebné ucinky (pozitivné ovlivituje zazivani a je protizanétlivy), ale také jako

konzervacni latka v potravinaiském primyslu [38].
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Esencidlni olej z tymidnu obsahuje vice nez 60 komponent, z nichz vétSina vykazuje anti-
u oregana, fenoly — tymol, karvakrol a monoterpenové uhlovodiky — p-cymen a terpinen.
Antibakterialni vlastnosti téchto sloucenin jsou spojeny s lipofilnim charakterem, ktery vede
k jejich akumulaci v membranach a nasledné naptiklad k vyCerpani energie. Polyfenolické
slouc¢eniny mohou ptisobit jako reduk¢ni ¢inidla, donory vodiku a chelatory kovii. Antioxi-
dacni aktivita je dana chemickou strukturou fenolickych sloucenin, které umoznuji poskyt-

nout vodik volnym radikalim [21].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem bakalatské prace bylo vypracovat literarni reSersSi zamétenou na proteiny, konkrétné
pak zein, jeho vlastnosti a vyznam, a charakterizovat aktivni latky vhodné pro inkorporaci
do zeinové matrice. Podstatou praktické ¢asti pak bylo pfipravit filmy na bazi zeinu s pfi-
davkem vybranych aktivnich latek a testovat vliv na jejich fyzikalni a antimikrobidlni vlast-

nosti.
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6 POUZITE CHEMIKALIE, ZARIZENI A POSTUPY

6.1 Chemikalie

e Zein, (TCI, Europe nv, Belgie)

Ethanol 96%

e Glycerin bezvody p.a. (PENTA)

e Monoacylglycerol kyseliny laurové (ML) konverze 98 % (FT UTB)

e Esencidlni olej oregano (Nobilis Tilia)

e Esencidlni olej tymidn (Nobilis Tilia)

6.2 Pomiicky a zarizeni

e Vihy (KERN 572; Kern)

e Analytické vahy (Sartorius Basic 110 S; Sartorius AG)
e Magnetické michadlo

e Exikator (CSN SIMEX)

e Tiepacka (VD LOVENA, Praha; typ T22)
e Susarna (HS 61 A; Chirana)

e Mikrometr (SCHUT)

e Biichnerova nalevka

e Filtra¢ni papir KA 2

e Petriho misky

e Teplomér

e Bé&zné laboratorni sklo a pomtcky
6.3 Metody

6.3.1 Stanoveni susiny zeinu

Susina byla stanovena navazenim piisluSného mnozstvi vzorku a susenim do konstantni
hmotnosti 105 °C. Susina zeinu (99,77 %) byla stanovena dle:

x="""2-100 (1)

mq

Kde m;je hmotnost vzorku pted susenim [g]

m2je hmotnost vzorku po suseni [g]
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6.3.2 Priprava zeinovych filmu

Pro piipravu vzorkl byl vyuzit postup upraveny dle [50]. K vypocitanému mnozstvi zeinu
(8,6 g) bylo pfidano 50 ml ethanolu (96%). Smés byla za stdlého michani zahtivana po dobu
30 minut a po mirném zchladnuti byla filtrovana pies Biichnerovu nalevku. K ptefiltrova-
nému roztoku byl pfidan glycerol (2 g) a smés byla ptivedena k varu na 5 minut. Po vychlad-

nuti bylo pfimichdno dané mnozstvi aktivnich latek (esencialni olej, resp. ML).

Vysledna smés byla prelita (10 ml) do Petriho misky o priméru 90 mm a ponechana v su-
Sarné pii 30 °C po dobu 24 hodin. Po vysuSeni byly filmy uchovavany v exsikatoru pii 60 %
vlhkosti.

6.3.3 Meéreni tloust’ky filmi

Tloustka filml byla méfena pomoci mikrometru s presnosti na 0,001 mm na deseti ndhod-
nych mistech filmu, hodnoty byly poté zprimérovany a byla vypocitdna smérodatnd od-

chylka.

6.3.4 SEM analyza

Morfologie vybranych vzorki byla studovdna pomoci SEM mikroskopie, kterd byla prova-
déna na pracovisti Ustavu pro hydrodynamiku Akademie véd CR v Praze. K analyze byl

pouzit skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3 s vysokym rozligenim (Tescam, CR).
6.3.5 Testovani antimikrobialni aktivity

6.3.5.1 PouZité mikororganismy

Pro testovani antimikrorobialnich G¢inki byly pouzity Gram” a Gram™ bakterie (Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli), dale pak plisné€ a kvasinky (Candida albicans a Aspergillus
niger). Staphylococcus aureus patii mezi nebezpecné patogeny, zptisobujici fadu zavaznych
onemocnéni. Produkuje exoenzymy a toxiny, které poskozuji bunécné membrany, ¢imz
buitku usmrcuji. Mezi nemoci zpisobené touto bakterii patii naptiklad abscesy, meningitidy,
furunkuldzy, osteomyelitidy atd. Zdravy lidsky organismus se ale proti infekcim zplisobe-
nym Staphylococcus aureus dokéze pomérné dobte branit [26, 27]. Escherichia coli se bézné
vyskytuje v tlustém stieveé teplokrevnych zivocichi a ¢loveka. Jde vSak také o potencialni
patogen, ktery vyvolava riizna stfevni a extraintestindlni onemocnéni [28, 29]. Candida al-

bicans se tadi mezi podminéné lidské patogeny, zplisobujici onemocnéni u lidi, ktefi maji
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oslabenou imunitu. Tito jedinci pak trpi pfevazné Gstnimi a genitdlnimi kvasinkovymi in-
fekcemi, které nejsou zivot ohrozujici [30]. Aspergillus niger je vlaknita houba, u niz byla
zjisténa produkce mykotoxinu ochratoxin A. Tento toxin kontaminuje potraviny. Kon-
zumaci takto postizenych potravin se snizuje schopnost reakce imunitniho systému. U lidi

s oslabenou imunitou mtize také Aspergillus niger vyvolat plicni ¢i usni infekei [31].

6.3.5.2 Priprava Zivnych pid a fyziologického roztoku

Pro testovani antimikrobidlni aktivity filmt byl pouzit Mueller — Hintonav (ddle MH) agar,

na kterém byly kultivovany bakterie Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

Teoretické sloZzeni MH (g/1 destilované vody)

Masova infuze 4,0
Kasienovy hydrolyzat 17,5
Kukuti¢ny skrob 1,5
Agar 12,0

Pro kvasinky a plisné Candida albicans a Aspergillus niger byl pouZzit Sabouraud (SA) agar.

Teoretické sloZeni SA (g/l destilované vody)

Pepton 11,0
Glukoéza 20,0
Agar 12,0

Navazené komponenty byly dikladné rozmichdny v destilované vod¢ a sterilovany v auto-

klavu po dobu asi 1 hodiny. Poté byly agary odlity na sterilni Petriho misky.

6.3.5.3 Agar difuzni test

Agar difizni test patfi mezi kvalitativni metody stanoveni citlivosti bakterii vaci aktivni
latce. Kmen je rezistentni nebo naopak citlivy vii€i pouzité latce podle velikosti inhibi¢ni
z6ny kolem disku. Pro test byla pfipravena mikrobidlni suspenze ve fyziologickém roztoku
o koncentraci 8,5 g/, koncentrace suspenze byla upravena podle zakalového standardu s oh-
ledem na konkrétni typ mikroorganismu. Takto pfipravend suspenze byla napipetovana na

Petriho misky s zivnou pidou, na které byly nasledné naneseny kruhové vzorky o priméru
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9 mm. V piipadé testovani samotnych aktivnich latek byly pouzity sterilni disky napusténé
roztokem pfislusné latky. Poté byly misky inkubovany v termostatu pfi danych podminkach

(37 °C, 24 hodin pro bakterie; laboratorni teplota, 48 hodin pro kvasinky a plisn¢).

Po inkubaci byly pomoci pravitka vyhodnoceny inhibi¢ni zony kolem vzorka. Test byl pro-

vadén vzdy minimélné ve dvou opakovanich.

6.3.6 Vlhkost filmu

Vlhkost filmt byla stanovena suSenim vybranych vzork filmi (2x2 c¢cm) v suSarné pii tep-
loté 105 °C do konstantni hmotnost. Ze zjist€énych hmotnosti bylo vypocitano procento ob-

sahu vlhkosti podle rovnice:
MC (%) = (M"M;;"d) £100 )
Kde Mpje pocatecni hmotnost vzorku [g]

My je vysuSeny vzorek [g]

6.3.7 Rozpustnost ve vodé

Vzorky pouzité pro stanoveni vlhkosti (kapitola 6.3.6) byly po vysuSeni vlozeny do Erlen-
meyerovy baiiky s destilovanou vodou a tiepany na tfepacce po dobu 24 hodin. Po této dobé

byly vzorky opatrné vyjmuty a suSeny pii 105 °C do konstantni hmotnosti.

Rozpustnost byla stanovena podle rovnice 3. Vysledné hodnoty rozpustnosti 1 vlhkosti byly

prumérem ze dvou stanoveni.

Mi—Mf

S (%) = (*=2£) - 100 3)

2

Kde M, je pocatecni hmotnost vzorku pied vloZenim na tiepacku [g]

My je hmotnost vzorku po tfepani a vysuSeni [g]

6.3.8 Stanoveni propustnosti pro vodni pary

Propustnost pro vodni pary byla métena podle postupu uvedeného v normé ASTM E 96-95
[35]. Z vysusenych filmu byly pfipraveny kruhové vzorky (prumér 36 mm), které byly upev-
nény do testovacich kelimka (Obr. 14) s obsahem destilované vody (100 % relativni vlh-

kost). Misky se vzorky byly poté vlozeny do exsikatoru (0 % relativni vlhkost). V pravidel-
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nych ¢asovych intervalech byly misky vazeny s ptfesnosti na 0,0001 g. Hmotnosti byly vy-
neseny do grafu v zavislosti na ¢ase, smérnice dané zavislosti byla pouzita pro vypocet pro-

pustnosti dle nasledujicich vztaht 4 a 5. Vysledné hodnoty jsou primérem ze dvou méfeni.

WVT = % 4)

wvT wvT
wvp = 4p  S*(Ri—Rp) ®)

Kde WVT je rychlost pfenosu vodni pary [g-h™!-m™]
WVP propustnost pro vodni pary [g-h™'-m™]
k je ztrata hmotnosti v ¢ase [g-h!]
A je plocha vzorku [m?]
A p je rozdil tlaku vodni pary [Pa]
S je tlak nasycené vodni pary [Pa]
R; je vlhkost v testovacim kelimku [%]

R: je vlhkost prostiedi [%]

Obr. 14. Testovaci kelimek s filmem a exsika-

tor pro mereni propustnosti pro vodni pary.
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6.3.9 Meéreni povrchové energie a kontaktniho uhlu

Smacivost filml byla hodnocena méfenim kontaktniho tthlu na pfistroji See Systém 6.2. Po-
moci mikropipety byla na film nanesena kapka o objemu 5 pl, obraz byl nasledn¢ snimén za
ucelem vyhodnoceni thlu sméceni. Prostfednictvim piislusného softwaru na zakladé Acid-
base modelu byla poté vypocitana povrchova energie ptipravenych filmu. Jako zkusebni ka-
paliny byly pouzity voda, etylenglykol a diiodometan. Vysledné hodnoty jsou priméry ze

tfi méfeni.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vzhled a tloust’ka filma

Kontrolni filmy, odlité ze smési zeinu v ethanolu s glycerolem bez aktivnich latek, byly prt-
hledné, homogenni a spiSe kiehké. Kiehkost vykazovaly také vzorky obsahujici pouze esen-
cidlni olej. Na druhou stranu, filmy s obsahem ML a esencidlniho oleje byly flexibilnéjsi.
Podobny vliv monolaurinu na mechanické vlastnosti filmti byl potvrzen i ve studii Moradi a
kol. [50]. Kontrolni zeinové filmy mély svétle zluty odstin, podobné¢ jako filmy s obsahem
ML. Vzorky, které obsahovaly esencidlni olej, at’ uz samotny nebo v kombinaci s ML, byly
tmavsi (Obr. 15). VSechny pfipravené vzorky mély homogenni charakter bez Zadnych vidi-

telnych nerozpusténych slozek, resp. bez fazové separace.

Obr. 15. Vzhled filmii a) kontrolni film, b) 2 % ML + 1 % tymian, c) 3 % ML,
d) 3 % tymian.

Na obrazku (Obr. 16) jsou hodnoty tloustky vybranych vzork, které jsou primérem z 10
meéteni. Tloustka kontrolniho zeinového filmu byla 0,209 mm. Po ptidani aktivnich latek
doslo ke zvyseni hodnot, nejvétsi rozdil oproti kontrole (43 %) by prokazan u filmu s obsa-
hem 3 % oreganového oleje. Pti srovndni vzorkll s obsahem kombinaci EO a 4 % ML byly

vy$$i hodnoty naméfeny u filma s oreganem.
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Obr. 16. Tloustka vybranych filmii.

7.2 Vlhkost filmi a rozpustnost ve vodé

Obsah vlhkosti u kontrolniho zeinového filmu bez aktivnich latek c¢inil 10,62 + 0,18 %.
V disledku modifikace pomoci aktivnich latek doslo ke zvySeni obsahu vlhkosti, a to na
21,48+0,03 % pro 3 % ML, a 23,24+0,04 % pro 3 % ML s 1 % oregano. Nebyl tedy pozo-
rovan zasadni rozdil vlhkosti vzorkti s ML bez a v pfitomnosti esencidlniho oleje. Vlhkost
dalsich vzorki nebyl stanovena z ¢asovych divodil a bude tfeba se tomu vénovat v rdmci

dalSich experimentd.

Rozpustnost polymernich filmia je dal§i vyznamna charakteristika, ovliviiujici napiiklad
odolnost vii¢i vlhkosti a stabilitu béhem skladovani. V minulych letech mél idealni obal vy-
kazovat minimdlni interakce s obsazenym produktem. Tento pohled se zménil s vyvojem
aktivnich obalovych materidlli, u nichZ mohou byt vzdjemné interakce s potravinami Za-

douci, v zavislosti na konkrétni aplikaci.

Hodnota rozpustnosti naseho kontrolniho vzorku byla stanovena na 16,03 %, pficemz srov-
natelného vysledku bylo dosazeno autory prace [37]. Ve studii [36] Cinila rozpustnost zei-
nového filmu o néco méné, a to 12,8 %. Mushtaq a kol. [42] stanovili rozpustnost zeinovych
filmt 6,2 %, tato hodnota se ovSem zvysila po pfidani extraktu z granatového jablka na
18,3 %. Diivodem muze byt pfitomnost vysokomolekuldrnich latek na bazi fenold, elagita-
nint a flavonoidi které jsou charakteristické vysokou rozpustnosti. Moradi a kol. [50] sta-
novili rozpustnost ve vodé pomoci méfeni botnaciho indexu, kdy vzorky zeinovych filmi

byly ponoteny do destilované vody a uloZeny v klimatiza¢ni komote piti vlhkosti 40 az 45 %
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po dobu 24 hodin. Ze ziskanych hodnot vyplyva, Ze index nabotnani samotného zeinového
filmu se pohyboval okolo 9 % a ptidavek 1 % monolaurinu vyvolal zvySeni na zhruba dvoj-
nasobnou hodnotu. Rozdily mezi hodnotami naméfenymi riznymi autory mohou spocivat
také v odlisSnych podminkach ptipravy, obsahu glycerolu apod. Je ovSem ziejmé, Ze v po-
rovnani s hodnotami rozpustnosti ostatnich hydrokoloidi, jako je naptiklad zelatina (64 %),
chitosan (32 %), alginat (99,5 %) lze zeinové filmy povazovat za prakticky nerozpustné ve
vod¢. Toto chovani je mozné vysvétlit na zdklad€ skutecnosti, ze 50 % aminokyselinovych

zbytkli obsazenych v zeinu je hydrofobnich [36, 42].

Rozpustnost byla stanovena jen u kontrolniho vzorku, jelikoz u zbyvajicich filmt doslo

k znehodnoceni béhem suseni, coz znemoznilo realizaci dalsi ¢asti experimentu.

7.3 Propustnost pro vodni pary

Propustnost pro vodni pary je vyznamnou fyzikalni charakteristikou ovliviiujici vysledné
aplikace polymernich filmt. Transport vody miiZze nejen u potravinaiskych obalovych ma-
teridlli zdsadn€ ovlivnit mechanismy rychlosti degradace produktu, zmény barvy, oxidace
lipidd, degradaci vitamind, enzymovou aktivitu, zmény textury a dalsi. To vSe sniZuje Zivot-

nost a kvalitu balenych produktii [36].

I kdyz je zein diky vysokému obsahu nepolarnich aminokyselin méné hydrofilni nez ostatni
proteinové materialy, jako je naptiklad syrovatka nebo lepek, v prostiedi s vysokou vlhkosti
se muze hydrofilita zdsadné zvySovat. Nasledkem je botnani a zhorSeni mechanickych a ba-
riérovych vlastnosti. [36, 37, 40]. Afinita k vodé mlZe byt regulovana pfidanim rtznych
aditiv, vyznamny vliv maji latky jako je glycerol, dale pak triethylenglykol, kyselina levu-
lova, polyethylen glykol, kyselina olejova [40].

Hodnoty propustnosti pro vybrané vzorky jsou uvedeny na obrazku 17. Kontrolni film vy-
kazoval nejvys§i propustnost 6,2:10° g/Pa‘h-m?. Vlivem modifikace prostiednictvim aktiv-
nich latek (ML a esencialnich oleji) doslo k poklesu hodnot, které se pohybovaly od 1,4-10
3 % EO tymian, a to 0,7-107 g/Pa-h'm?. Kashiri a kol. [36], ktefi se zabyvali studiem zeino-
vych filml s obsahem lauroyl arginatu, stanovili hodnotu propustnosti kontrolnich zeino-
vych vzorkd okolo 5-10!* kg'm/m?'s'Pa. Nase hodnota po piepoctu na uvedené jednotky je

o ad vyssi (3,6:107" kg'm/m?*s'Pa). Naopak ve studii [54], kde po zamichéni zeinu do roz-

......
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dal§i homogenizaci pomoci hnétace, je uvedena propustnost 1,9 g'mm/kPa-h'm?, coz je
v prepoctu na nami uvadéné jednotky hodnota o tii fady vyssi nez u naseho vzorku. Dlivo-
dem rozdilnych vysledk miize byt fada faktor, jako je koncentrace plastifikatoru, nasledny
zpusob kondicionace vzorkl a samoziejmé podminky pfipravy a s tim souvisejici rozdilna
tloustka vzorkd, kterd se muze lisit i o né€kolik fada. Pro srovnani nami pfipravené kontrolni
zeinové vzorky mély primérnou tloustku 0,2 mm, zatimco v [57] testovali vzorky s tloust-
kou 0,09 mm.
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Obr. 17. Propustnost pro vodni pary zeinovych filmii s obsahem aktivnich latek.
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7.4 Povrchové vlastnosti

Aplikace zeinovych filmi zavisi kromé vyse uvadénych fyzikalnich vlastnosti také na hyd-
rofilité, resp. hydrofobicité, kterd souvisi se smacivosti daného povrchu. Smacivost lze
v praxi sledovat pomoci méteni smaceciho (kontaktniho) uhlu, ktery je funkei vySky kapky
a sitky jeji zakladny. Mezni hodnotou smaceni je uhel 90° [33, 34]. Kontaktni uhel zavisi na
povrchovych napétich, resp. energiich jednotlivych rozhrani a pomoci Y oungovy rovnice jej
1ze vyjadrit jako:

YsG—VsL
rects. (©)
LG

cos 6 =

Kde cos 6 je kontaktni uhel
ysG je povrchové napéti na rozhrani pevna latka/plyn [mN/m]
st je povrchové napéti na rozhrani pevna latka/kapaliny [mN/m]
yLG je povrchové napéti na rozhrani kapalina/plyn [mN/m]

V tabulce 4 jsou uvedeny namétené hodnoty kontaktnich thli pro vSechny testované kapa-
liny. V ptipad€ kontrolniho zeinového filmu byl naméfen uhel sméaceni pro destilovanou
vodu 45°. V dalSich studiich byly naméteny hodnoty vyssi, a to 72° [43], resp. 62° [51].
Tento rozdil miZze byt zptsoben vlivem riizného mnozstvi pouzitého plasifikatoru pfi pfti-
pravé vzorkl. Bylo také zjisténo, Ze hydrofilitu zeinového filmu lze regulovat jak pomoci
pouzitého rozpoustédla, tak ptipadnou naslednou tpravou. Naptiklad oSetfeni filmii horkou
parou po dobu 20 minut zplisobilo pokles kontaktniho uhlu, a tudiZ zvySeni hydrofility [43].
Dalsi moZnosti, jak ovlivnit smacivost zeinového filmu, je naptiklad UV zafeni nebo oSet-
feni plazmou [44]. U vzorkl s obsahem plastifikatortt mize dochazet k nartstu hydrofility
vzhledem k jejich potencialni hygroskopicité, tj. schopnosti vazat vodu. Velikost kontakt-
nich Ghli métenych pro vodu se pak mize zdsadn€ ménit i béhem skladovani. U vzorka
s obsahem glycerolu byl naptiklad prokazan nérast kontaktniho thlu z 52° na 61° béhem 1

tydne, coz lze vysvétlit migraci plastifikatoru a ztratou podilu vlhkosti ze vzorku [54].

Vzhledem k charakteru a slozeni monolaurinu a esencialnich olejii 1ze ocekavat po jejich
ptidavku do zeinové matrice zvySeni hydrofobicity. Z tabulky 4 je patrné, Ze tento trend byl
potvrzen. Nejvétsi nartst kontaktniho uhlu pro destilovanou vodu v porovnéni s kontrolou

(50 %) byl zaznamenéan u vzorku s obsahem 5 % ML a 2 % tymiénu.
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Tab. 4. Hodnoty kontaktnich uhlii zeinovych filmi pro riizné kapaliny (W des-
tilovana voda, E etylenglykol, DI diiodometan).

Vzorek 0w (°) 0e(®) 01 (°)
kontrola 45,39 43,61 62,14
4 % ML 83,81 72,78 64,13
3 % ML + 3 % oregano 65,15 77,90 50,00
3 % ML + 3 % tymian 82,92 80,62 58,99
5 % ML + 2 % oregano 77,77 75,23 48,07
5% ML + 2 % tymién 91,06 74,90 57,70

V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty povrchovych energii, které byly pocitany na zaklade
Acid-base modelu pro tfi kapaliny (destilovana voda, diiodometan a etylenglykol). Celkova
povrchova energie y ! se déli dale na disperzni y XV a polarni slozku y *B (rovnice 7). Dle
Acid base teorie lze polarni slozku dale rozd¢lit na elektron akceptorovou a elektron do-

norovou ¢ast (rovnice 8).

ytotal — VLW + VAB (7)

yAB =2yt y- )

Tab. 5. Hodnoty povrchovych energii pro jednotlivé vzorky.

Vzorek y ' (mJ/m?) | y"W (mI/m? | yA®(mJ/m?)
kontrola 28,67 27,34 1,33
4 % ML 30,45 26,20 425
3 % ML + 3 % oregano 79,02 34,27 4475
3 % ML + 3 % tymian 46,04 29,15 16,89
5 % ML + 2 % oregano 56,27 35,34 20,93
5% ML + 2 % tymian 33,40 29,87 3,53

Z tabulky 5 je patrné, Ze pridavkem aktivnich latek doslo ke zvySeni povrchové energie zei-
novych filma, cozZ lze vysvétlit narGstem polarnich slozek a interakci v polymerni matrici.

Nejvyssi hodnoty (79 mN/m) bylo dosazeno u vzorku s obsahem 3 % ML a 3 % oregano.

Podle Zismanovy teorie 1ze pro pevné povrchy s ys < 100 mN/m (tzv. nizko energetické
povrchy) ziskat pfiblizné linearni funkci vynesenim zavislosti cos 6 na povrchovém napéti
dané kapaliny. Z grafu lze pak extrapolaci do cos 8 = 1 odecist hodnotu, zvanou kritické

povrchové napéti smaceni vy, které je definovano jako povrchové napéti kapaliny, ktera se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

pravé rozestie na povrchu pevné latky za acelem kompletniho smécéeni. Pfi vyneseni nami
ziskanych hodnot cos 6 jako funkce povrchovych napéti referenénich kapalin (voda 72,8
mN/m, etylenglykol 47,7 mN/m, diiodomethan 50,8 mN/m) byla ziskana témé&f linearni za-
vislost pouze pro kontrolni zeinovy film (Obr.18). Extrapolaci na cos 6 = 1 byla ziskana

hodnota kritického povrchového napéti y. = 44,2 mN/m [51].

cos 0
y =-0,0296x + 2,3107

. : R?=0,993

0,5

40 Ye 50 60 70 80
v [mN/m]

Obr. 18 Zismaniv graf zeinového filmu pro stanoventi kritického povrchového

napeti

Na obrazku 19 lze vidét snimky profilu kapky vody nanesené na ptislusném vzorku zeino-

vého filmu ziskané pii méfeni na ptistroji See System.

Obr. 19. Kapka vody na a) kontrolnim filmu, b) filmu s pridavkem 3 % ML+ 3 % tymian
a c) filmu s pridavkem 3 % ML + 3 % oregano.
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7.5 SEM analyza

Na snimcich z elektronového mikroskopu je mozné pozorovat strukturni zmény zeinu po
pridani aktivnich latek. Na obrazku (Obr. 20) je vyobrazen kontrolni zeinovy film, ktery
zejména na povrchu obsahuje pravidelné rozmisténé pory o prumérné velikosti 0,2 um.
Ptesto je struktura pomérné kompaktni bez vétSich deformaci. Podobné struktura byla sle-
dovana napftiklad ve studii Giigbilmez a kol [55], nebo v [54], kdy jsou bilé ¢astice ptipiso-
vany plastifikatoru. Na SEM snimcich autort Khalil a kol. [56] bylo krom¢ porti patrné i
znaéné mnozstvi srazenin, vzniklych v disledku nerozpusténi zeinového proteinu. Divodem
muze byt odli$né ptiprava vzorkd, jina koncentrace roztoku zeinu a rozdilné zmékcovadlo,
kdy v jejich ptipad€ byl pouzit polyetylenglykol. V1iv zmékcovadla na kompaktnost zeinové
matrice obecné je patrny ze studie [51], kdy vzorek pfipraveny bez zmékcovadla vykazoval
volnou strukturu s mnoha dutinami a patrnymi nehomogenitami. Na druhou stranu, u zeinu
obsahujiciho plastifikatory na bazi cukra byla detekovana kompaktni a husté struktura. Na
zakladé¢ obrazku 20 lze ovSem povazovat vybrané podminky piipravy nasich vzorkl za op-

timalni, stejné jako koncentraci a typ ptidaného zmekEovadla glycerolu.

Po ptidani ML a EO (oregano, tymian) jsou na povrchu i na fezu filmii patrné zasadni mi-
krostrukturalni zmény v podobé¢ zietelnych krystalti. U filmu s pfidavkem EO tymian (Obr.
21) jsou utvary mensi, o prumérné velikosti 10 pum. U filmu se 4 % ML a 2 % EO oregano
(Obr. 22) je zietelnd velmi €lenita , listovita® struktura s vétsimi Gtvary (primeérny rozmér
cca 15 pm). Mikrostruktura zeinovych filmu byla sledovéana 1 v préaci [53], kde byly ptipra-
veny filmy s obsahem tymolu, tedy slozky hojné zastoupené jak v tymianovém, tak orega-
novém esencialnim oleji. Mikroskopické snimky odhalily pfitomnost porti, jejichz mnoZstvi
se zvySovalo s rostouci koncentraci tymolu. Vzhledem k charakteru naSich snimkt (Obr. 21
a22), kde je patrna zcela odlisna struktura, Ize konstatovat, ze u naSich vzorki hraje primarni
roli pfitomny monolaurin. Z divodu nedostatku literatury tykajici se této problematiky

ovSem nebylo mozno SEM snimky porovnat s podobnymi vzorky.
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tymidnu.

Obr. 22. SEM rezu (vlevo) a povrchu (vpravo) filmu filmu se 4 % ML a

2 % oregana.
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7.6 Antimikrobialni ucinky
Antimikrobidlni aktivita pfipravenych zeinovych filmt byla méfena pomoci agar difizniho

testu. Inhibi¢ni zony byly vyhodnoceny jako priméry okolo vzorku, v nichz nebyl zazname-

nan mikrobidlni rist v mm (Obr. 23).

prumeér inhibicn zony bez
, mikrobialntho mistu (mm)
zadna zona kolem

disku (0 mm) ‘/

Obr. 23. Meéreni inhibicnich zon [upraveno podle 46].

7.6.1 Antimikrobialni ucinky aktivnich latek a jejich kombinaci

Nejdiive byly testovany jednotlivé aktivni latky, a to ML a EO (oregano a tymidn). Na ste-
rilni disk byl nanesen roztok s aktivnimi latkami, které byly ptipraveny rozpusténim v eta-

nolu v koncentracich, odpovidajicich mnozstvi pouZitym pro pfipravu zeinovych filmu.
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Obr. 24. Velikosti inhibicnich zon aktivnich latek ML a EO oregano.
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Na obrazku 24 je srovnani vysledki antibakteridlnich test aktivnich latek, a to oreganového
EO, resp. kombinace tohoto oleje s ML. Je zfejmé, ze samotny EO v koncentraci 3 % pro-
kazal nejvétsi aktivitu jak viaci Staphylococcus aureus (24 mm), tak proti E. coli (27,5 mm).
Stejna koncentrace oregana ve smési s ML vedla ke sniZeni aktivity, bez ohledu na mnozstvi
monoacylglycerolu (1 az 4 %). Z testovanych kombinaci se jevi jako optimalni smés 3 %

ML a 3 % oregana. VSechny roztoky byly G¢inné&jsi vici G* S. aureus.
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Obr. 25. Velikosti inhibicnich zon aktivnich latek ML a EO tymian

V ptipadé roztoki s tymianovym olejem, resp. kombinaci tohoto EO s ML, se proti S. aureus
jevily nejucinnéjsi vzorky s obsahem 2 % ML a 3 % tymianu, dale pak roztoky s 3 % ML a

2, resp. 3 % tymianu, které prokazaly témét srovnatelnou ucinnost (Obr. 25).

Pro doplnéni byly provedeny testy vybranych aktivnich latek, ptipadné jejich kombinaci
proti kvasinkdm a plisnim. Z tabulky 6 je patrné, ze Aspergillus niger byl vice rezistentni,
jelikoz vétSinou nebyly prokézany zadné inhibic¢ni zony. V ptipade kvasinky Candida albi-
cans bylo nejvétsiho inhibi¢niho ucinku (inhibi¢ni zéna 29 mm) dosazeno u roztoku obsa-

hujiciho 4 % ML a 2 % oreganového EO.
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Tab. 6. Velikosti inhibicnich zon aktivnich latek viici kvasinkam a plisnim

Aktivni latka Inhibi¢ni z6ny [mm]
Candida albicans Aspergillus niger
4 % ML 10,5+0,5 -
4 % ML + 2 % oregano 29,0+0 11,5+0,5
5 % ML + 2 % oregano 25,00 11,00
4 % ML + 2 % tymian 20,5+0,5 -
5 % ML + 2 % tymién 13,5+0,5 10,0+0

7.6.2 Antimikrobiilni G¢inky zeinovych filmi s obsahem aktivnich litek a jejich

kombinaci

V dalsi casti byly testovany ptipravené zeinové filmy. Kontrolni film nevykazoval Zadny
ucinek proti testovanym bakteriim. Ze vzorki zeinu obsahujicich pouze ML, byla nejucin-

né&jsi nejvyssi testovana koncentrace 4 %, a to pouze proti S. aureus (Tab. 7). E. coli proka-

zala rezistenci vici vSem sledovanym koncentracim monolaurinu.

Tab. 7. Velikosti inhibicnich zon filmii s obsahem ML.

Inhibi¢ni zéna [mm]
Vzorek . . .
Staphylococcus aureus | Escherichia coli
kontrola - -
1 % ML 11,5+0,5 -
2 % ML 12,0+0 -
3% ML 11,5+0,5 -
4% ML 15,5+0,5 -
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Obr. 26. Velikosti inhibicnich zon filmii s obsahem ML a EO oregano.

Pti testovani zeinovych filma s aktivnimi latkami byla pomémé zasadné snizena ucinnost
EO v porovnani s testy samotnych aktivnich latek (kapitola 7.6.1). Z obrazku 26 je patrné,
ze vzorek s obsahem 2 % oregana dokonce neprokazal inhibi¢ni zénu ani vii¢i jednomu tes-
tovanému mikororganismu. Na druhou stranu, ve studii [59], zabyvajici se filmy na bazi
sojového proteinu s obsahem EO z tymianu, resp. oregana byla prokazana ucinnost proti
vSem vybranym bakteriim (S.aureus, L. monocytogenes, E.coli), a to jiz v minimalni testo-
vané koncentraci 1 %. Nobile a kol. [53] potvrdil antimikrobialni u€inky zeinovych filmi s
obsahem tymolu, tedy hlavni slozky obsazené v oreganovém a tymianovém EO. Uvedené

A4

vzorky ov§em obsahovaly vyssi koncentrace tymolu od 5 az do 35 %.

Z nasich vysledkt je zfejmé, ze inkorporaci EO (v koncentraci nizsi nez 3 %) do zeinové
matrice doslo k inaktivaci EO. Koncentrace 3 % oreganového oleje a dalsi kombinace s ML
se projevily jako uc¢inné vuci S. aureus, kdy je patrny stoupajici trend aktivity s rostoucimi
koncentracemi aktivnich latek. Na druhou stranu, E. coli byla velmi rezistentni a inhibi¢ni

zona byla namétena pouze u vzorku zeinu se 4, resp. 5 % ML a 2 % oregana.
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Obr. 27. Velikosti inhibicnich zon filmu s obsahem ML a EO tymian.

Na obrazku 27 jsou znazornény vysledky pro filmy s tymianovym olejem, at’ uz samotnym,
nebo v kombinaci s ML. V ptipadé samotného EO nebyl prokazén zadny antibakteridlni
efekt, a to ani vaci citlivéj§imu S. aureus. V této sérii vzorkl byly G€innéjs$i kombinace ty-
midnu s ML, a to nejvice koncentrace 3 % ML s 1, 2, resp. 3 % EO, kdy se namétené veli-
kosti inhibi¢nich zon pfili§ nelisily. Dalsi zvySeni koncentrace monolaurinu na 4 nebo 5 %

vedlo spise k poklesu aktivity. Zadny ze systémi neprokazal G&innost proti E. coli.

Agar difuzni test vyuZil 1 Moradi a kol. [50], ktery sledoval antimikrobidlni u¢inky zeino-
vych filma s obsahem EO ziskaného ze Zataria multiflora a monolaurinu. Podobné jako v
nasi studii nebyla prokézana zadna u¢innost kontrolniho zeinového vzorku, zatimco inkor-
porace EO, resp. kombinace s ML vedla k pomérné zasadnimu zvySeni ucinku, pfi¢emz

vy$$i aktivita byla prokazana u G* L. monocytogenes v porovnani s G E. coli.

Vybrané vzorky zeinovych filmt byly pouzity i pro testovani proti plisnim a kvasinkam.
Vysledky uvedené v tabulce 8 indikuji, Ze nejacinngjsi byly filmy obsahujici 4 % ML a2 %
oreganového EO, resp. 5 % ML a 2 % oreganového oleje. Ostatni filmy neprokézaly Zadnou

nebo jen velmi zanedbatelnou aktivitu.
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Tab. 8. Velikosti inhibicnich zon zeinovych filmii viici kvasinkdam a plisnim

Inhibi¢ni z6ny [mm]

Vzorek
Candida albicans Aspergillus niger
kontrola - -
4 % ML - -
4 % ML + 2 % oregano 19,5+0,5 13,5+0,5
5 % ML + 2 % oregano 16,5+0,5 1310
4 % ML + 2 % tymian - -
5% ML + 2 % tymian 13+0 -

Na obrazku 28 lze vidét srovnani vysledkl agar difuzniho testu na Petriho miskach s filmy

obsahujicimi pouze esencidlni olej (oregano) a kombinaci 2 % ML s 3 % oregana. V obou

ptipadech byl vétsi ucinek sledovan u Gram pozitivni bakterie Staphylococcus aureus, ktera

obecné vykazovala vétsi citlivost ve vétSiné pripadd, jak bylo potvrzeno i na predchozich

grafech. Toto tvrzeni se potvrdilo i v dalsich studiich, naptiklad [59], nebo [50].

Obr. 28. Inhibicni zony vzorkii zeinu s a) 2 % oregano a

b) 2 % ML + 3 % oregano
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ZAVER

Bakalafska prace se zabyvala pfipravou a charakterizaci filma na bazi zeinu a vybranych
aktivnich latek, konkrétné esencialnich oleji tymian, resp. oregano a monoacylglycerolu ky-
seliny laurové. Vsechny slozky byly tcelové vybrany z ditvodu jejich environmentélni piiz-

nivosti i ekonomické dostupnosti.

Vlivem zaclenéni aktivnich latek doslo ke zméné nékterych strukturnich, povrchovych a an-
timikrobialnich vlastnosti. Modifikace zeinové matrice se pozitivng projevila na bariérovych
vlastnostech, kdy u filmu s obsahem 3 % ML a 3 % tymianového EO doslo k poklesu pro-
pustnosti pro vodni pary az o 88 % oproti kontrolnimu vzorku. Vlivem ptidanych aktivnich
latek doslo k néartstu hydrofobicity filmd, kterd byla sledovana pomoci méfeni kontaktnich
uhld. Vyznamné zmény se projevily 1 v morfologii filmd, sledované pomoci SEM. Nejvétsi
podil praktické ¢asti byl vénovan testovani antimikrobialnich G¢inki ptipravenych filmi.
Bylo zji$téno, ze G* bakterie (Staphylococcus aureus) prokazala vici pouzitym aktivnim
latkdm vyssi citlivost v porovnani s G™ bakterii (Escherichia coli). Jako optimalni se jevila
kombinace se 4, resp. 5 % ML a 2 % oreganového oleje. Vici Staphylococcus aureus pro-
kazal dostatecnou aktivitu 1 film obsahujici 3 % ML a 1, 2, resp. 3 % tymianového oleje. Pti
testovani proti plisnim a kvasinkdm byl nejacinn€j$im vzorkem film s obsahem 4 % ML a

2 % oreganového oleje.

Zavé&rem lze fici, Ze inkorporace vybranych aktivnich latek mizZe zasadné ovlivnit fyzikalni
1 antimikrobidlni vlastnosti zeinovych filmti. Vysledky této bakalatské prace 1ze povazovat
za zaklad pro dalsi experimenty tykajici se zejména optimalizace slozeni zeinovych film,
testovani jejich stability a v neposledni fad¢ studia podminek uvoliiovani aktivnich latek ze

zeinové matrice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK aminokyselina

ATP adenosintrifostat

CO2 Oxid uhli¢ity

cm centimetr

DAG diacylglycerol

EO esencialni olej

g gram

G* grampozitivni mikroorganismu
G gramnegativni mikroorganismu
g/l koncentrace gram na litr

H* vodikovy iont

MAG monoacylglycerol

MH Mueller-Hinton agar

MIC minimdalni inhibi¢ni koncentrace
MK mastna kyselina

ML monolaurin

ml mililitr

mm milimetr

SA Sabouraud agar

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
TAG diacylglycerol

uv ultrafialové zareni

°C stupné Celsia

ul mikrolitr
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