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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva hodnocenim vlivu zptisobu homogenizace a inkorporace stabi-
liza¢nich, resp. aktivnich latek na vlastnosti roztoki a filmii na bazi polysacharidu chitosa-
nu. V teoretické ¢asti byly definovany a klasifikovany biopolymery, pozornost byla véno-
vana zejména chitosanu a faktorim ovliviiujicim jeho stabilitu. S tim souvisi také vycet
potencialnich aktivnich a stabiliza¢nich latek, uvedenych v dalsi kapitole. Prakticka ¢ast se
v prvni fad¢ vénuje roztoklim a filmiim na bazi chitosanu, konkrétné vlivu podminek pfi-
pravy na vybrané fyzikalni vlastnosti. Zaroven byl studovan ucinek nékterych aktivnich
latek (kyselina laurova, esencialni oleje) na vyslednou antibakterialni aktivitu. V dalsi ¢asti

jsou hodnoceny nékteré fyzikalni vlastnosti filma na bazi chitosan/Skrob.

Kli¢ova slova: biopolymerni film, esencialni olej, fyzikalni vlastnosti, chitosan, kyselina

laurova, Skrob.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with evaluation of homogenization process and incorporation of
stabilizing and active agents on the properties of solutions and films based on chitosan pol-
ysaccharide. In the theoretical part, biopolymers are classified, with focus on chitosan and
factors influencing its stability. This is also related to the list of potential active and stabi-
lizing substances included in the next chapter. The practical part deals primarily with solu-
tions and films based on chitosan, specifically the impact of preparation conditions on se-
lected physical properties. The effect of some active substances (lauric acid, essential oils)
on the resulting antibacterial activity was studied. In the consequent section, films based on

chitosan/starch were prepared and certain physical properties were evaluated.

Keywords: biopolymer film, chitosan, essential oil, lauric acid, physical properties, starch.
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UvVOD

Chitosan je biokompatibilni a biodegradabilni pfirodni polymer, ktery je schopen tvofit
filmy. Této vlastnosti se vyuziva v fad¢ pramyslovych odvétvi jako je potravinafstvi, far-
macie nebo kosmetika. Navic, vzhledem k jeho chemické struktute, jej 1ze pomérné snadno
modifikovat zavedenim riznych jinych funk¢nich polymert. Vlastnosti chitosanu jako je
molekulova hmotnost, stupen deacetylace a Cistota jsou zavislé na zdroji, z n¢hoz byl chi-
tosan ziskdn a navic je velmi citlivy na zmény vnéjSich a zpracovatelskych podminek.
Zvyseni stability systému na bazi chitosanu Ize ovlivnit zménou jejich homogenizace, za-

vedenim vhodné stabiliza¢ni latky nebo vyvojem riznych smési polymernich materiali.

Biopolymerni matrice na bazi chitosanu se ukazaly jako efektivni nosné systémy pro fizené
uvolnovani aktivnich slozek. Mastné kyseliny samy o sobé nachdzeji Siroké vyuZziti
v kosmetice v podobé mydel a emulzi. Nékteré z nich, jako naptiklad kyselina kaprinova,
laurova a stearova, vykazuji i antimikrobialni vlastnosti. Systémy na bazi chitosanu a kyse-
liny laurové jako aktivni latky mohou byt aplikovany do antimikrobialnich obalovych ma-
teriald, za ucelem zvySeni trvanlivosti a kvality baleného produktu. Kombinace téchto
dvou slozek ma potencidl i pro zvyseni stability vyslednych systému. Z aktivnich latek jsou
perspektivni esencialni oleje ziskavané z rostlin riznymi druhy destilace nebo lisovanim za
studena. Diky svym antimikrobidlnim a antioxida¢nim U¢inkiim se vyuZivaji napf. pti kon-
zervaci potravin nebo kosmetickych ptipravki, ovSem kvili jejich intenzivni viini a poten-
cidlni toxicité jsou nckteré jejich aplikace omezeny. MoZnym feSenim tohoto problému je
praveé jejich inkorporace do polymerni matrice. Filmy na bazi chitosanu a esencialniho
oleje se ukazaly jako Gc¢inné naptiklad pti prodlouzeni doby trvanlivosti nékterych druht

potravin.

Cilem bakalaiské prace bylo vypracovat literarni reSers$i tykajici se chitosanu a moznosti
zvySovani jeho stability, resp. antimikrobidlni aktivity, a dale studovat vliv vybranych ak-
tivnich nebo stabiliza¢nich latek (kyselina laurova, glycerol a esenciélni oleje) na vlastnosti
pfipravenych biopolymernich filmli a roztokd na bazi chitosanu, pfipadn¢ jeho smési

s jinymi pfirodnimi polymery.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOPOLYMERY

Biologické polymery neboli biopolymery jsou makromolekuly, které 1ze obecné rozdélit
do dvou hlavnich kategorii. Prvni skupina je tvoiena materialy, které jsou produkovany
mikroorganismy, rostlinami nebo zZivocichy. Do druhé kategorie poté spadaji ty, které jsou
syntetizovany chemicky, ale jsou odvozeny od biologickych materiald. Strukturu tvofi
opakujici se jednotky monomerti napt. sacharidy, aminokyseliny nebo nukleotidy [1, s.

169].

1.1 Polysacharidy

Polysacharidy neboli glykany jsou ptfirodni nebo syntetické makromolekuly, které obsahuji
desitky az statisice monosacharidovych jednotek. Vznikaji jejich kondenzaci za vzniku o
nebo B-glykosidovych vazeb. Struktura fetézce miize byt linearni nebo rozvétvena. Jestlize
je monosacharid uprostied fetézce vazan pouze na dvé monosacharidové jednotky jednd se
o linearni glykan, pokud je napojeno jednotek vice, hovofime o rozvétveném [2, s. 128,
129]. Tato schopnost odlisSuje polysacharidy od proteinti a nukleovych kyselin, které vytva-

feji pouze linearni polymery [1, s. 130].

JestliZe polysacharid (glykan) obsahuje pouze jeden druh monosacharidové jednotky, jedna
se o tzv. homopolysacharid (homoglykan) a typy s obsahem riznych druhti monosacharidt
jsou oznacovany jako tzv. heteropolysacharidy (heteroglykany). Nejb&znéjsi slozkou je
D-glukéza, dale pak D-fruktéza, D-galaktoza, L-galaktoza, D-mandza, L-arabindza a

D-xyloza 1, s. 130].

U vsech linearnich polysacharidt se na jednom konci nachazi redukujici jednotka, obsahu-
jici volnou hemiacetalovou hydroxylovou skupinu, kterd miize vyvolat mutarotaci a zaro-
ven slouzit jako redukéni ¢inidlo. Neredukujici jednotka se objevuje na opacném konci.
Vétvené struktury s n poctem vétveni maji n + [ pocate¢nich neredukujicich jednotek.
Napt. pro pifirodni sacharidy je typické prostorové usporadani, které je zalozeno na opako-
vani urcitych strukturnich stavebnich jednotek, které jsou sloZzeny ze dvou nebo vice mo-

nosacharida.

Polysacharidy tvoii v pfirod¢ vyznamnou ¢ast vSech sloucenin a vyznacuji se fadou dulezi-
tych funkci, jako je stavebni, zdsobni nebo ochrannd. Mohou se vyskytovat volné anebo
vazané na jiné slouceniny jako lipidy, proteiny a peptidy, s nimiz tvoii komplexni struktury

tzv. konjugované sacharidy [2, s. 128, 129].
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Pro vSechny glykany je charakteristicka velka polarita, schopnost vytvaiet vodikové vazby
jak intracelularni tak intercelularni a tvofit s kationty komplexni slouceniny (kvtli témto
vlastnostem jsou hojn¢ vyuzivany v chemickém, textilnim, potravinaiském nebo biotech-
nologickém primyslu). Mezi jednotlivymi druhy se objevuji zna¢né rozdily v rozpustnosti
ve vodé. Nékteré mohou botnat, jiné tvofit viskdzni roztoky nebo gely a dals$i mohou byt
zcela nerozpustné. Podstatné je také pH prostiedi, ve kterém se nachdzi. V kyselém pro-
sttedi mize za vysokych teplot dojit k degradaci polysacharidli az na monosacharidy.
Predstavuji také nepostradatelné slozky rostlinnych bunék a tkani, kde tvoti jejich bunécné
stény. Pro fadu Zivotné dilezitych pochodt jsou polysacharidy kli¢ovymi slouceninami a
nalezneme je jako hlavni soucast glykoproteini, glykolipidi a nukleovych kyselin [2, s.

128, 129].

1.1.1 Skrob

Skrob neboli amylum je zisobni polysacharid rostlin, ktery je obsaZeny zejména
v bramborach (15-22 % hmotnosti), obilovindch (50-80% hmotnosti — nejvice ryze a
nejméné oves) a v kukufici. Ve formé granuli je uklddan v plastidech a to zejména
v amyloplastech (specialni buiikky semen, hliz oddenk a kotentl). Struktura Skrobu je slo-
Zena z homopolysacharidii amylézy a amylopektinu jejichz zakladni jednotkou je molekula

a-D-glukopyranosy (D-glukézy) (Obr. 1) [3, s. 60].

OH
o)

OH
HO OH

OH

Obr. 1 Vzorec D- glukozy
Amylodza je linearni (1—4)-a-D-glukan (Obr. 2) tvotici 20-30 % vSech Skrobi nachéazeji-
cich se vrostlinach a skladd se az z 2000 glukézovych zbytkli, jez jsou spojeny
a-glykosidovymi vazbami 1—4. Amyldza se fadi mezi homopolysacharidy, je rozpustna
ve vode¢ a pfi styku s jodem vytvaii modré zbarveni. Vlivem a-glykosidové vazby zaujima-
ji molekuly strukturu a-helix (tvar levotoCivé Sroubovice), kdy na jeden zavit ptipada 6
jednotek D-glukézy. Plsobenim enzymu a-amyldzy a casteCnou hydrolyzou dochazi

k Stépeni amylozy na maltozu.
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Obr. 2 Struktura amylozy

Amylopektin je rozvétveny a-D-(1—4)-D-glukan tvoftici hlavni ¢ast Skrobu (70-80 %), je
¢aste¢né rozpustny az nerozpustny ve vod¢ (tvoti gely), vaze malé mnozstvi jodu za vzniku
cerven¢ho zbarveni. Vlivem cetného vétveni nemilize zaujimat strukturu a-helix a navic
obsahuje malé mnozstvi esterové vazané kyseliny fosforecné. Na hlavni fetézec, ktery ob-
sahuje 1—4 glykosidové vazby, se napojuje vazbou 1—6 postranni fetézec (Obr. 3), na
ktery se mohou navéazat dalSi fetézce a jehoz primérnd délka vétveni je 20-25

D-glukézovych jednotek [2, s. 132][4, s. 124].

OH
H OH
H

n -krat
OH
H OH
OH H OHH H \
n-krat n-kréat

Obr. 3 Struktura amylopektinu

Vzhledem ke své pomérné velké hmotnosti je mozné zrna Skrobu snadno oddélit
z biologického materidlu napf. vypiranim nebo odstfedénim. Tato zrna vaZou vodu
z ovzdusi (okolo 15-20 % své hmotnosti). Ve studené vod¢ jsou nerozpustnd, pii zahtati
botnaji, pfijimaji velké mnozstvi vody a dochazi ke vzniku Skrobového mazu. Naopak pfti
ochlazeni se zvySuje viskozita roztoku kvili obnové vodikovych mustkl a vytvari se Skro-
bovy gel. Enzym a-amylaza mize zptisobovat hydrolyzu Skrobu diky své schopnosti §tépit
vazby 1—4 na rtiznych mistech fetézce za vzniku tzv. linedrnich dextrinii (maltdza a glu-
kéza). Naproti tomu enzym [-amylaza stépi glykosidové vazby od zacatku fetézce a vzni-

ka pouze maltoza. Pti kyselé hydrolyze se smées Skrobu a kyseliny chlorovodikové ptivede
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k varu a v zévislosti na dalSich podminkach ptisobeni poskytuje viskdzni maltodextriny a
Skrobové sirupy, které se pouzivaji do potravin, jako sladidla nebo pro upravu viskozity [3,

5. 60, 61].

1.1.2 Celuldza

Celuloza je makromolekularni latka, fadici se mezi homopolymery, jejiz linearni fetézec je
slozen z opakujicich se jednotek p-D-glukanu, které jsou vzdjemné propojeny
B-1—4-glykosidickymi vazbami. Celuldza, tedy (1—4)-p-D-glukan, byla podrobena parci-
alni hydrolyze, kdy produkty reakce byly sacharidy jako naptiklad D-gluko6za, cellobidza a
cellotridza, které obsahovaly ve struktufe linedrni fetézce. Chemickym slozenim se odliSu-

je od amylozy pouze pritomnosti B-glykosidovych vazeb.

Jednotlivé makromolekuly celuldézy jsou v fetézci navzajem stabilizovany vodikovymi
vazbami, které¢ se sdruzuji v mikrofibrily (micely) a vytvareji tak uspotadané krystalické
komplexy. Elementarni mikrofibrily tvoii fibrily, jejichz sloucenim vznikaji makrofibrily
tvofici lamely (zké vrstvy). Celul6za spolecné s hemicelulozou a ligninem ptedstavuje
hlavni slozky bunéénych stén dievin, ze kterych se ziskava pro primyslové zpracovani.
Mohou se také vyskytovat neusporddané nekrystalické oblasti, které se nazyvaji amorfni.
Podil krystalické oblasti ma vliv pfi reakci s vodou a dalS$imi rozpoustédly a na fadu dal-
Sich vlastnosti celuldzy, jako je napt. odolnost, ohyb nebo lamavost. Celul6za je neroz-
pustna ve vodég, avSak pouzitim silnych alkalii a kyselin dochézi k jeji hydrolyze, a tim ke

zmeéné ptivodnich vlastnosti [2, s. 135][5, s. 19, 20][6, s. 18, 20].

1.2 Proteiny

Proteiny neboli bilkoviny jsou makromolekularni slouceniny, jejichz zékladni jednotky
L-a-aminokyseliny jsou vazany polypeptidovymi (amidovymi) vazbami (Obr. 4), které
vznikaji mezimolekularni kondenzaci 20 tzv. kodovanych aminokyselin (AMK), a vytvaii
tak linearni (nerozvétvené) polypeptidové fetézce slozené z vice nez stovek AMK, které se
vzajemné lisi pouze postrannim fetézcem (oznacovan jako Rj, R,...R;). Jejich potadi a
pocet je pro kazdou bilkovinu specificky a je dan genetickou vybavou buné¢k [3, s.

22-28][4, s. 177, 193].
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Obr. 4 Peptidova vazba

Struktura, kterou proteiny zaujimaji, je slozitd a jeji prostorové usporadani je ¢lenéno do
Ctyf trovni — primdrni, sekundérni, terciarni a kvartérni. Primérni poskytuje udaje o poctu a
sekvenci AMK zbytkd v fetézci a jejich konfiguraci. Toto potfadi se uvadi vzdy od
N-konce k C-konci hlavniho fetézce ve sméru proteosyntézy (Obr. 4) [4, s. 195]. Jako
sekundarni struktura je oznacovano prostorové usporadani (konformace) urcitého segmen-
tu hlavniho polypeptidového fetézce bilkovin, které je urCeno primarni strukturou a mezi-
molekuldrnimi silami. a-helix (Sroubovice) vznika staCenim rovin peptidovych vazeb stile
ve stejném smeéru, které jsou mezi sebou fixovany vodikovymi vazbami. Jednotlivé Srou-
bovice se li§i primérem, stoupanim zavitu a smérem jeho otaceni (nejbéznéjsi je pravoto-
¢ivy a-helix). Dalsi dilezitou strukturou je tzv. $-sheet (struktura sklddaného listu) u niz se
roviny peptidovych vazeb stfidavé naklanéji nahoru a dolii, a spojenim dvou paralelné
(méné Casté) nebo antiparalelné orientovanych fetézcti pomocich vodikovych mustku do-
jde k jejimu vzniku. Jako nepravidelna struktura se oznacuje [-ohyb, ktery méni smér
hlavniho fetézce o 180 °C. Terciarni struktura je chapana jako prostorové uspotadani vSech
fetézcl proteinu a udava jeho vnéjsi tvar. Pfevazna cast molekul ma tvar kulovity (globu-
larni) a jsou rozpustné ve vodé ve formé koloidnich roztokii. Proteiny plnici konstrukéni
funkce se nazyvaji fibrilarni (vlaknité) a naopak ve vod¢ rozpustné nejsou. Pocet a uspoia-
dani podjednotek v oligomerni molekule (nepfihlizi se k jejich vnitinimu usporadani) uda-

vaji kvartérni strukturu [3, s. 25].

Bilkoviny zastavaji v organismu fadu dulezitych funkci a to zejména strukturni, metabolic-
ké a informacni. Jsou stavebnimi slozkami buné¢k, pletiv a tkani (pf. kolagen, elastin), plni
katalytickou funkci (enzymy a hormony), jejiz uc€innost je specifickd. Slouzi jako tzv. sig-
nalni proteiny, které maji imunitni vyznam (rozpoznavani cizorodych antigenti; imunoglo-

buliny) a regula¢ni proteiny ovliviiujici sekreci bun€k do vné&jsiho prostiedi [4, s. 193].
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1.3 Nukleové kyseliny

Nukleové¢ kyseliny patii mezi makromolekularni latky tvofené polynukleotidovymi fetézci.
Nukleosidy jako hlavni soucast nukleovych kyselin jsou slouceniny sacharidu a dusikaté
(nukleové) baze, které jsou vzajemné spojeny N-glykosidovou vazbou. Sacharidovou sloz-
kou je bud’ rib6za anebo deoxyriboza, a dusikata baze mtze byt purinové (adenin a guanin)
nebo pyrimidinova (uracil, cytosin a thymin) (Obr. 5). Cukerné slozka dodava nukleosi-
dim hydrofilni charakter, diky kterému jsou rozpustné ve vodé€, dokonce 1épe nez volné
baze. Kvuli jejich polarité 1ze N-glykosidovou vazbu hydrolyticky $tépit zfedénymi kyseli-

nami, v alkalickém prostiedi je naopak velmi stalé [4, s. 135][7, s. 97].

¢ A
Adenin Guanin
ﬁ NH, ﬁ
| S
NHJ\O NHJ§0 NHJ\O
Uracil Cytosin Thymin

Obr. 5 Vzorce dusikatych bazi

Derivaty nukleosidi jsou nukleotidy, jez vznikaji ptipojenim molekuly kyseliny fosforecné
na rib6zu nebo deoxyribdzu esterovou vazbou. Obecné se nazyvaji jako nukleosid-fosfaty
a podle typu navazaného fosfatového zbytku rozliSujeme mono-, di-, tri- nebo polyfosfaty,
které jsou navzdjem vazany anhydridovou vazbou. Zbytky téchto skupin dodavaji nukleo-
tidim kysely charakter, diky kterému jsou rozpustné ve vod¢. V Zivych organismech za-
stavaji fadu funkci, napft. slouzi jako pfenaSece energie, aktivuji meziprodukty v fadé bi-
osyntéz a jsou dilezitou soucasti kofaktorti enzymu [4, s. 137][7, s. 95, 98].

Nukleové kyseliny jsou polynukleotidy vznikajici polymerizaci nukleotidi. Jednotlivé

nukleotidy se vazou na 3'-OH skupiné jednoho nukleotidu a na 5'-fosfatovou skupinou

nasledujiciho, a tak vznika 3'-5'-fosfodiesterova vazba. Postupnym napojovanim vznika
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polynukleotidovy fetézec, jehoz linedrni struktura ma dva konce. Jeden tvofi zbytek
s volnou skupinou 5’-OH, ktera muze byt esterifikovana kyselinou fosfore¢nou a nazyvame
ho 5'-konec, druhy je nukleotid s volnou 3’-OH skupinou oznacovan jako 3’-konec. Speci-
fické uspotradani bazi nukleotidii v polynukleotidovém fetézci podava informace o jeho

primarni struktuie, v niz je obsazena genetickd informace [4, s. 141][7, s. 100].

Podle chemického slozeni jsou rozliSovany dva zakladni typy nukleovych kyselin, deoxy-
ribonukleové kyseliny (DNA), v nichz je sacharidovou slozkou deoxyrib6za a ribonukleo-
vé kyseliny (RNA) obsahujici ribézu. DalSim podstatnym rozdilem je typ navazanych
nukleotidovych bazi. Adenin, guanin, cytosin a thymin jsou souc¢ésti polynukleotidového

feté¢zce DNA, zato RNA fetézce obsahuji misto thyminu uracil.

Molekuly DNA jsou nositelem genetické informace a zajistuji jeji pfedavani dcefinym
bunkam. Jako strukturni geny jsou oznaCovany useky nesouci informace o syntéze bilkovin
a soubor vSech gent je nazyvan jako genom, ktery v lidském organismu nalezneme v ja-
derném a mitochondrialnim DNA. Molekuly DNA jsou slozeny ze dvou polydeoxyribo-
nukleotidovych fetézcli stoCenych do pravotocivych Sroubovic podél pomysiné spolecné

osy za vzniku tzv. dvousroubovice [4, s. 142, 143][7, s. 101, 106].

Piepisem genetické informace z jaderné nebo mitochondridlni DNA procesem transkripce
je syntetizovana ribonukleova kyselina. Podle funkce jsou rozliSovany tfi hlavni druhy
ribonukleovych kyselin: medidtorova (mRNA), ribozomova (rRNA) a transferova (tRNA),
které se vzajemné li§i svym slozenim a velikosti molekuly. Medidtorové RNA pienaseji
genetické informace z jadra uloZené ve strukturnich genech a na ribozomech slouZi jako
predloha pro syntézu proteinti (translaci). Trojice (triplet) po sobé jdoucich nukleotidi
v polynukleotidovém fetézci je oznaCovana jako kodon. Kodony signalizuji zacatek a
ukonceni syntézy na ribozomu a také sekvenci AMK v polypeptidovém fetézci. Ribozo-
mové RNA se vyskytuji v n€kolika typech, které se odliSuji velikosti i slozenim a tvori
hlavni soucasti struktury podjednotek (velké a malé), na které jsou navazany bilkovinné
sloZky ribozomil, na jejichZ povrchu probihd translace. Transferovd RNA slouZi jako spe-
cificky ptenase¢ aktivované AMK z cytoplazmy na ribozom a jeji zafazeni do polypepti-
dového fetézce. Bez ohledu na specifitu maji vSechny tRNA stejny strukturni charakter [4,

s. 144, 145][7, s. 107, 108].
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1.4 Polyterpeny

Polyterpeny neboli isoprenoidy patii mezi ptirodni latky, které se pfevazné vyskytuji jako
sekundarni metabolity rostlin, ale mohou byt také vytvareny mikroorganismy nebo zivoci-
chy. Zakladni jednotkou polyterpent jsou monoterpeny, jejichz struktura je tvotfena vza-
jemné¢ vazanymi isoprenoidnimi jednotkami v trans-konfiguraci, diky niz jsou vybornymi
rozpoustédly. V pfirodnich smésich jsou témét vzdy doprovazeny fadou latek, od kterych
mohou byt oddéleny destilaci nebo extrakci. Nizsi terpeny (mono- a seskviterpeny) byvaji
u rostlin soucasti silic (éterickych olejit), které jsou nepolarni, t€kavé a vyznacuji se typic-
kou intenzivni viini, nékteré mohou mit baktericidni uc¢inky. Vyskytuji se v riiznych ¢as-
tech rostlin napt. v kvétech, kiie a listech. Ze silic mohou vznikat pryskyfice, coZ je ztuhla
silice zoxidovana vzdusnym kyslikem, doprovazend fadou dal$ich latek odlisného chemic-
kého charakteru. Balzadmy jsou viskozni polotekuté smési Cistych silic s pryskyfici. Vyssi

terpeny maji nepolarni charakter, nejsou tékavé a aromatické [3, s. 75].

Dolichol (14-24 isoprenovych jednotek) je polyterpenicky alkohol, ktery se nachazi
v lipidové dvojvrstvé membran endoplazmatického retikula Zivocichti a mikroorganismi a
podili se na biosyntéze glycidové slozky N-glykoproteinii. Ptirodni kaucuk a gutaperca
maji nevétvené linedrni fetézce a mohou byt volné nebo estericky vazané s vyS$imi mast-
nymi kyselinami v rostlinach, mikroorganismech nebo ZivociSich. Dvojné vazby nachaze-
jici se v molekule kaucuku maji konfiguraci cis, zatimco konfigurace frans je typicka pro
gutapercu. Rozdil vlastnosti sloucenin je dan praveé jejich odliSnou konfiguraci — kaucuk je
elasticky, zato gutaperca je pevna. Nachazeji se v mlécné §tave nebo tzv. latexu, ve formeé
koloidnich disperzi. Kaucuk je ziskavan z latexu, ktery vytéka z poranéného kaucukovniku

a je nejdiilezitéjsi surovinou pro vyrobu ptirodni pryze (gumy) [3, s. 78] [8, s. 126].
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2 CHITOSAN

2.1 Obecna charakteristika

Chitosan je pfirodni a netoxicky derivat chitinu ziskany jeho ¢astecnou N-deacetylaci, je-
hoz makromolekula se skladd ze dvou monomeru: glukosaminu a N-acetylglukosaminu.
Chitin, tj. B-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyrandza, je jeden z nejhojnéjsich poly-
sacharidii na zemi, ktery je zékladnim prvkem exoskeletu hmyzu, koryst, mékkysi aj.
Obecné plati, Zze skofapka obsahuje 30—40 % bilkovin, 30-50 % uhli¢itanu a fosfore¢nanu
vapenatého a 20-30 % chitinu [1, s. 131]. Chitin je t€Zce rozpustny i ve velmi polarnich
rozpoustédlech kvili své vysoké kohezni energii mezi vodikovymi vazbami (NH-CO), coz
je také pticinou jeho nedostatecného roztaveni, protoze teplota, pfi které by tato faze pro-

béhla, je vyssi nez u nastupu jeho chemické degradace, stejné jako u celuldzy. Z toho du-

vodu jsou potencidlni aplikace chitinu siln¢ omezeny [9, s. 82].

2.2 Vyroba chitosanu z chitinu

Nejcast¢jsi pouzivanou pramyslovou metodou ziskani chitosanu je deacetylace a depoly-
merizace chitinu v silné zdsaditém prostiedi, k cemuz se pouzivd koncentrovany roztok
hydroxidu sodného (Obr. 6). Na prasek rozemlety chitin je smichan s roztokem NaOH a
ziskany produkt je promyvan deionizovanou vodou do té doby, neZ je pH neutralni. Nasle-
duje suseni pii teplot¢ 80 °C po dobu 48 hodin. Dalsim moznym zplsobem pfipravy je
enzymatickd hydrolyza. Vyslednym produktem je smés fetézcl chitosanu, vzijemné se
lisicich svou molekulovou hmotnosti a stupném deacetylace, jez urcuji vlastnosti a funkc-
nost polymeru. Dillezita je také Cistota ziskaného chitosanu, kterd je definovana obsahem
popela, proteinli a pfitomnosti mikroorganismi. Vysokd Cistota je dilezitd ptredevSim
v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Stupeii deacetylace se pohybuje v rozmezi

70-100 % a zavisi na teplote, reakéni dob€ a koncentraci pouzité zasady [10][11].
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Obr. 6 Castecna deacetylace chitinu na chitosan [12]

2.3 Vyuziti chitosanu v primyslu

Diky vlastnostem chitosanu, jako je biokompatibilita, biodegradabilita, schopnost vytvaret
filmy, je vyuZivan v rliznych primyslovych odvétvich, napf. v potravinafstvi, farmaceutic-
téni odpadnich vod, chelatacni ¢inidlo (detoxikace nebezpecnych odpadl od tézkych kovii)
a také jako fungicid. Také je vyuZivan v kosmetickém primyslu (zubni pasty, vyrobky

péce o vlasy, material pro vyrobu kontaktnich cocek).
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Potraviny/ v¥Ziva

Chitin a chitosan
- obnovitelny zdroj

- biodegradabilni

- biofunkéni

- konzervace potravin, ¢isténi vody

- biotechnologie (imobilizace, matrice)
- dietni doplitky, funkéni potraviny

- hypocholesterolemicky uéinek

- antioxidanty

- probiotika

Materialy

- hydrolkoloid

- elektrochemie (biosenzory)

- kosmetika (moisturizery, viroblky pro péée
o pokozlar)

- obalove folie, natérove hmoty

- konecna uprava textilii (vazba barviv)

- polvmerni membrany

Farmacie (1é¢iva)

2.3.1 Chitosan v kosmetice

- hemostatikum, antikoagulant

- kontrolované uvolnéni 1é¢iva

- Ustni hygiena, periodontélni pouziti
- protinddorové, protizanétlivé icinky
- hojeni a o3etfeni rany (obvazy)

- 8ici nité, kontaktni ¢ocky

Mikrobiologické

- antibakterialni
- protiplisfiové

Imunologické

Ruzné

- modifikator biologické odevzy
- genova terapie

- polymerni skafoldy

- imunopotencidtor

- zemédélstvi péstovini pady
- krmiva pro zvifata

- flokulacni éinidlo

- membrany reverzni osmozy
- polymerni nanocastice

- syntetické polymerni smési

Obr. 7 Primyslové aplikace chitinu a chitosanu [1]

Chitosan se pouziva v fadé kosmetickych vyrobki, jako jsou vyrobky v péci o plet’, vlaso-

vé pripravky a ty€inky na rty. V pfipravcich pecujicich o pokozku vykazuje chitosan hyd-

ratacni vlastnosti (snizenim transepidermalni ztraty vody, zvySenim vlhkosti pokozky),

zvysuje odolnost proti vod¢ a zabranuje vysychani. Dale maze chitosan zvysit adherenci

UV filtru a zabranit jeho smyti. Pouziva se také v tyCinkach na rty za ucelem ochrany rtt

pfed vysuSenim, zvlhéeni a také pfilnuti barvy. Bylo prokazéano, Ze chitosan muze prodlou-

zit ptisobeni parfémi a dlouhodobé maskovat zapach [13, s. 18].

V kosmetickych aplikacich je chitosan vyuzivan ve formé viskoznich roztokt, které vzni-

kaji po neutralizaci organickymi kyselinami. Tyto materidly se pak pouzivaji v krémech,
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lotionech a v ptipravcich vyuzivanych pro trvalé tvarovani vlasa. Nekteré derivaty chitosa-

nu jsou slozkami lakll na nehty [14].

Zmény reologickych vlastnosti thiolovanych chitosanti pfi oxidaci se vyuziva v nékterych
kosmetickych ptipravcich. Tyto polymery jsou schopné pfilnout na kiizi a vlasy vytvoie-
nim disulfidovych vazeb s cysteinovymi podjednotkami povrchovych proteint. Této
schopnosti se vyuziva napt. v gelech na vlasy nebo v make-upech, kde po naneseni dojde

k jejich stabilizaci, aby bylo zabranéno jejich rozmazani a rozpousténi [13, s. 18].

2.3.2 Chitosan v potravinarstvi

Chitosan je nejcastéji pouzivan jako piidatna a konzervacni latka, a to jak ve formé rozto-
ka, tak filmu, tj. jako soucast obalového materidlu, za i¢elem zpomalovani ristu mikroor-
ganismu, rovné¢z ke zlepSeni kvality a trvanlivosti potravin. Déle se také pouziva

k odstranéni barvy a nerozpusténych latek nebo jako stabilizator barvy.

Chitosan je malo rozpustny ve vodé, ale dobie se rozpousti v roztocich ziedénych kyselin,
jako je napft. kyselina octova nebo kyselina mlé¢na, které se vyuzivaji v mnoha potravino-
vych aplikacich. V kyselém prostiedi ovSem muize dochazet k hydrolyze chitosanu a depo-
lymerizaci fetézce. Z toho diivodu je pozornost vénovana vyvoji chitosanovych derivatd,

které jsou chemicky stabilnéjsi a ve vode€ rozpustné.

V poslednich letech byla vyvinuta fada materidli na bazi chitosanu a dalSich aktivnich
latek (napt. esencidlnich olejl, nisinu) za Ucelem zajisténi antimikrobidlnich vlastnosti.
Nekteré studie se zabyvaji i1 aplikaci chitosanu do zvykacek, které G€inn€ inhibuji rast ka-

riogennich bakterii v Gstni duting [15].

2.3.3 Farmaceutické aplikace chitosanu

V této oblasti mohou byt biopolymery aplikovany ve formé vldken, membran, hydrogeli a

dal$ich, Casto za G¢elem vzniku matrice pro transport 1é¢iv (aktivnich latek).

Na Obr. 8 je zobrazen prunik aktivni latky k cilovému mistu, ke kterému mtze dojit dvéma
zpusoby. V prvnim piipad¢ dojde k uvolnéni vazby mezi nosi¢em a léCivem, které poté
difazi prochazi pres bunécnou membranu. Ve druhém piipad¢ je cely makromolekularni
konjugat polymer-l1é¢ivo vpraven do bunky endocytézou a plsobenim enzymil

v lysozomech poté dochazi k postupnému uvoliovani 1éciva.
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Nejcastéji se vyuzivaji biopolymerni konjugéty, které maji nizkou molekulovou hmotnost,
pfi pouziti projevuji minimalni vedlejsi G€inky a jejich hlavnim tkolem je transport 1éCiv
do aktivnich mist bunky, kde dochazi k jejich pomalému uvoliiovani z nosice. DalSim po-

zadavkem je zachovani urcité koncentrace v cilovém misté¢ a prodlouzeny efekt u¢inku

[16].
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Obr. 8 Prunik léciva do bunky [16]

\

Chitosan miiZze byt aplikovan také jako sloZka obvazového materialii na rany. Byly pfipra-
veny filmy v kombinaci s celuldzou, které se kromé antimikrobidlnich vlastnosti vyznaco-
valy lepSimi bariérovymi vlastnostmi, diky nimZ nedoch4zi k nadmérné dehydrataci rany.
Byl také vyvinut obvazovy materidl z polyelektrolytovych komplexti z chitosanu a sulfo-
novaného chitosanu. Hojeni ran je urychleno oligomery, které vznikaji pfi degradaci chito-

sanu tkanovymi enzymy, a proto je vyuzivan pii regeneraci kiize v oblasti rany [1, s. 152].

2.3.4 Aplikace chitosanu v textilnim pramyslu

Ptirodni textilie, jako jsou latky vyrobené z celul6zy nebo proteinovych vlaken, jsou v po-
rovndni se syntetickymi materialy mnohem citlivéjsi k bakteridlnimu napadeni. Idedlni
textilni antibakterialni Uprava by kromé¢ inhibice, ptipadn€ usmrceni nezddoucich mikroor-

ganismu, méla byt bezpecnd a ekologicky ptizniva [15].

Nekteré chitosanové derivaty se osveédcCily pfi uprave textilnich materidlti. Naptiklad bylo
prokdzano, ze bavinéna tkanina oSetfend ve vodé rozpustnym karboxymethylchitosanem

vykazuje dobrou antimikrobidlni aktivitu proti Escherichia coli a S. aureus jiz pii 0,1%
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koncentraci. Dalsi uc¢innou latkou byl derivat na bazi chitosan-poly(n-butylakrylatovych)

¢astic, ktery inhiboval rlst S. aureus o vice nez 99 % [15].

2.4 Vlastnosti chitosanu

Chitosan jako deacetylovany produkt chitinu je na rozdil od n¢ho rozpustny i ve ziedénych
kyselinach jako je napft. kyselina mravenc¢i nebo octova. Diky intra- a intermolekuldrnim
vodikovym vazbam ma vynikajici schopnost vytvaret filmy, kterd je ovlivnéna jeho mole-
kulovou hmotnosti nebo druhem rozpoustédla. Funkéni vlastnosti filmti nebo povlakii jsou
vyrazn¢ ovlivnény rozdily ve zdrojich chitinu pouzivaného k vyrob¢ chitosanu, vlastnostmi
chitosanu a pouzitych rozpoustédel, zplsoby piipravy filmi a typem pouzitych plastifika-
tord. Filmy na bazi chitosanu mohou slouzit 1 jako nosi¢e bioaktivnich latek pro kontrolu
mikrobidlni kontaminace erstvych nebo zpracovanych potravin. Vyhodou je moznost se-
lektivni a postupné migrace aktivni substance z obalu na povrch potraviny. U chitosanu
byly také zaznamenany antimikrobialni, antioxida¢ni a emulgac¢ni vlastnosti, vyznam ma

také jeho kompatibilita s jinymi biopolymery a lipidy [1, s. 155][10].

Chitosan ma vysokou chelatatni schopnost pro riizné kovové ionty (pt. Ni**, Zn**, Fe*,
Mg®" aj.) v kyselém prostiedi a je vyuzivan pii odstranéni nebo obnoveni kovu v réiznych
prumyslovych odvétvich. Chelataci vznikd komplex chitosan-kov, ktery vykazuje silnou

antimikrobidlni aktivitu [15].

2.4.1 Antibakterialni u¢inky

Je zndmo, Ze chitosan ma inhibi¢ni G¢inek na bakterie a houby, avSak jeho ptfesny mecha-
nismus antibakterialni aktivity neni dosud zcela zndm. Jednim z moznych vysvétleni je
naptiklad zména propustnosti bakterialni membrany, rozpad cytoplazmatické membranové
bariéry nebo blokovani pfijmi zivin, pficemz vysledkem je 1yza bunék. Obecné je mecha-
nismus inhibice zavisly na molekularni hmotnosti, stupni deacetylace, druhu bakterie, pH a

koncentrace aktivni slozky, ktera je ve smési s chitosanem [10].

Chitosan s vysokou molekulovou hmotnosti nemtze projit bunécnou sténou, a proto zusta-
va na povrchu bunék, kde vytvari film blokujici transport zivin do membrany, zatimco
nizkomolekuldrni chitosan ji mize prochazet a regulovat tak transkripci DNA diky malé

velikosti a rozpustnosti ve vode¢.

Pro antibakterialni aktivitu je nezbytnd aminoskupina chitosanu, kterd zvySuje inhibici

ristu mikroorganismi s rostoucim stupném deacetylace této skupiny a ta miZze ,,chelato-
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vat* na dvojmocné kationty stabilizujici vnéj§i membrany gramnegativnich bakterii. Kvuli
odlisné stavbé bunécné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii je jejich inhibice

raznoroda.

Bunécna sténa gramnegativnich bakterii je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu. Vnéjsi
cytoplazmatickd membrana se skladé z lipopolysacharidii, lipoproteint a fosfolipidii, které
jsou stabilizované dvojmocnymi kationty Mg*" a Ca®". Pokud je chitosan protonovan, jsou
karboxylové a sulfatové skupiny na bakterialnim povrchu v ,,aniontové formé®, ¢imz do-
chéazi ke méné permeability bunécné stény a sniZzeni osmotické stability.

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii je slozena pfevazné z peptidoglykanu. Pievladajici

mechanismus je zalozen na chitosanu s vy$s$i moldrni hmotnosti, tvotici polymerni mem-

branu na povrchu bunky, kterd brani vstupu zivin.

Dal$i mechanismus je zaloZzen na vazb¢ chitosanu s nizkou molekulovou hmotnosti na

DNA a inhibici syntézy mRNA jeho penetraci do jadra [17].

2.4.1.1 Faktory ovliviiujici antibakterialni aktivitu chitosanu

Antibakterialni aktivita chitosanu je zavisla na pH prostiedi, kdy bylo dokdzano, Ze chito-
san vykazuje silnéjsi inhibi¢ni G€inek pii nizsich hodnotach pH, jelikoZ je sdm rozpustny
pouze Vv kyselém prostfedi. Se zvySujicimi se hodnotami pH jeho aktivita klesa.
V neutralnim prostedi miize dojit k jeho Gplné deaktivaci, coz mize byt zptisobeno absen-
ci pozitivné nabitych aminoskupin a §patnou rozpustnosti chitosanu. Déle jeho antibakteri-
alni aktivita mize byt ovlivnéna podminkami skladovéani, béhem n€hoz mize dojit ke spe-
cifickym zménam vlastnosti chitosanu (napf. zména viskozity nebo molekulové hmotnos-
t1). Bylo zjisténo, Ze roztoky chitosanu vykazovaly pied uskladnénim vyssi antibakterialni

ucinnost nez po 15 tydnech skladovani. Chitosanové roztoky skladované pii teploté 25 °C

m¢ely slabsi u€innost ve srovnani s aktivitou roztokl skladovanych pti 4 °C [15].

2.4.2 Antioxida¢ni ucinky

Stale vice je snaha pouZivat pfirozené odvozené antioxidacni latky pied témi syntetického
puvodu. Chitosan a né¢kolik jeho derivat, které jsou bezpecné a netoxické, poskytuji
ochranu ptfed volnymi radikaly, ¢imz napt. zpomaluji vyvoj Cetnych chronickych onemoc-
néni. Antioxidacni U€¢inek se méni s jeho molekulovou hmotnosti a viskozitou. Aminosku-

piny v molekule vytvareji elektrostatické odpudivé sily, které maji zodpovédnost za snizeni
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vzniku peroxidovych radikald a t€kavych aldehydii. Nizka viskozita chitosanu poskytovala

nejsilngjsi antioxidacni Gcinky [1, s. 145].
2.4.3 Protirakovinné acinky

Bylo prokazano, ze intratumoralni podavani (vpravovani dovnitt nadoru) chitosanovych
sloucenin podporuje té€lu vlastni protinddorové ucinky u metastatickych nadorti. Také bylo
zjisténo, Ze chitosan aktivuje makrofadgy v cytotoxickych makrofazich, a potlacuje tak rist
nadord tim, Ze zpisobuje apoptdézu nadorovych bunék pres aktivaci kaspazy-3. Dale inhi-
buje rast bunék nadoru tvorbou aerobnich laktatl, ¢imz se snizi piijem glukdzy a hladina
adenosintrifosfatu (ATP) v nenarusenych buiikach. Pti podévani chitosanu in vivo je fago-
cytovan makrofagy a enzymaticky degradovan lysozomem hydrolyzou acetylovanych

Zbytkd [18, s. 272].

2.5 Smési chitosanu a dalSich biopolymeru

Funkéni vlastnosti chitosanovych filmi mohou byt zlepSeny prostfednictvim michani
s dal§imi polysacharidy nebo proteiny. Obecné plati, Ze mechanické a bariérové vlastnosti
folii na bazi proteinli (pf. zein, lepek, s6jovy protein, Zelatina) jsou lepSi nez ty na bazi
polysacharidt (pf. pektin, methylceluloza, skrob), protoze jejich struktura vykazuje vysoky

potencial tvorby intermolekularnich vazeb [19].

Filmy na bazi chitosanu a sdjovych bilkovin nejsou zcela misitelné a se zvySujicim se ob-
sahem bilkovin se stavaji kieh¢i a drsnéjsi, coZ pravdépodobné souvisi s fazovou separaci
mezi slozkami smési. Na druhou stranu systémy chitosan-Zelatina vytvari diky dobré vza-
jemné misitelnosti homogenni smés v dusledku tvorby elektrostatickych interakci mezi
aminovymi skupinami chitosanu a karboxylovymi skupinami Zelatiny. Kombinace téchto
dvou biopolymerii vede ke zlepSeni materidlovych vlastnosti filmi ve srovnéni s t€émi zis-
kanymi z €istych polymert [20]. V praci Benbettaieba a kol. [21] byly pfipraveny filmy na
bazi chitosanu a zelatiny, u nichz byly hodnoceny bariérové a mechanické vlastnosti. Pfi-
davek Zelatiny v riznych pomérech k chitosanu vedl ke zvySeni pevnosti v tahu a snizeni
propustnosti kysliku a vodni pary filmi. Na druhou stranu zvySovani obsahu Zelatiny vedlo
ke zvyseni rozpustnosti ve vodé, coz mize byt v nékterych aplikacich nezddouci. Tyto
filmy mohou byt ovSem s vyhodou pouzity pro zaclenéni antimikrobialnich latek pii pfi-

praveé systému s fizenym uvoliiovanim [21].
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2.5.1 Smeési chitosanu a $Skrobu

Perspektivnim pfirodnim biopolymerem pro vyrobu biologicky rozlozitelnych filma je
Skrob, ktery se vyznacuje dobrou odbouratelnosti, obnovitelnosti a nizkymi naklady.
Ovsem, vzhledem k nevyhodnym mechanickym vlastnostem, maji aplikace Skrobovych
filmt svd omezeni. Proto je Skrob Casto kombinovéan s dal§imi ptfirodnimi biopolymery,
jako je napftiklad chitosan. Hlavni rozdil mezi Skrobem a chitosanem je patrny ve vazbé
mezi jednotlivymi molekulami D-glukopyran6zy. Vazba a-(1—4) je typicka pro polymer-
ni fetézce Skrobu, zatimco vazba 3-(1—4) je charakteristicka pro fetézce chitosanu. Navic,

hydroxylova skupina druhého uhliku je nahrazena aminovou skupinou v piipad¢ chitosanu.

Vzhledem k tomu, Ze jeden z homopolysacharidi skrobu — amyléza je linearni polymer,
mohou se jednotlivé fetézce mezi sebou vazat prostiednictvim vodikovych vazeb. Tato
vlastnost je primarn¢ zodpovédna za gelovaci a filmotvornou schopnost skrobu. Oba po-
lymery, Skrob i chitosan, jsou hydrofilni, a proto mohou zadrzovat znacné mnozstvi vody,
které zavisi na relativni vlhkosti prostfedi. V molekule chitosanu existuji tfi dominantni

mista pro adsorpci, a to hydroxylova skupina, aminoskupina a konec polymerniho fetézce.

Dulezitou roli pfi aplikacich biopolymernich filmt hraji mechanické a bariérové vlastnosti.
Bylo zjisténo, Ze filmy na bazi smési Skrob-chitosan vykazuji podstatné vyssi hodnoty taz-
nosti v porovnani s filmy pfipravenymi jen z jednoho typu polymeru [22]. Velky vyznam
v tomto piipadé ma i pomér jednotlivych biopolymerii ve smési. U biodegradabilnich filmi
ptipravenych zryzového Skrobu a chitosanu byl sledovan nardst pevnosti v tahu
s rostoucim obsahem chitosanu ve smési, s maximalnimi hodnotami u smési v poméru
Skrob:chitosan 1:1 a 0,5:1. Tento jev lze pficitat vysoké tvorbé intermolekularnich vodiko-
vych vazeb mezi aminoskupinou chitosanu a hydroxylovou skupinou Skrobu. V kyselém
prostiedi totiz dochazi k protonizaci aminoskupiny chitosanu NH, na NH3", zatimco uspo-
fadané krystalické struktury molekul Skrobu jsou rozruseny za vzniku OH" skupin, coz na-

sledn¢ usnadnuje vzajemnou vazbu [23].

Rozpustnost biopolymernich filmt je dal§i z velmi dalezitych hodnocenych vlastnosti.
V nékterych aplikacich, obzvlasté tam, kde film musi byt v kontaktu s vodou b&hem zpra-
covani potravin, je vyzadovana vysokd odolnost proti vlhkosti. Na druhou stranu, vysoka
rozpustnost mize byt vyhodna v ptipadech, kdy je polymerni obal konzumovan spolu
s vyrobkem, ktery je ohfivan pied samotnou konzumaci, a mize byt také dalezitym fakto-

rem ovlivilujicim biodegradabilitu povlaki [20].
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V praci Bangyekana a kol. [24] byly piipraveny filmy na bazi Skrobu a chitosanu
s obsahem glycerolu, jako zmékcovadla, u nichz byla hodnocena hydrofobicita, lesk, pro-
pustnost a mechanické vlastnosti. Bylo prokazano, Ze vlivem pfitomnosti chitosanu doslo
k zasadnimu nartistu lesku ptipravenych filmu. Inkorporace chitosanu méla také za nasle-
dek pokles smacivosti, métené prostrednictvim kontaktnich uhld. Tento jev je pfi¢itan hyd-

rofobnim vlastnostem acetylovych skupin v molekule chitosanu [20].

Byly také studovany systémy na bazi chitosan-Skrob s obsahem kyseliny ferulové [25].
Kyselina ferulova je sloucenina, vyskytujici se v rostlinnych bunéénych membranéch, kte-
rd se vyznacuje svymi antioxida¢nimi ucinky a dale také pro-apoptickym ucinkem vici
rakovinovym bunikdm. Uvedend studie se zabyvala analyzou termostability polysacharido-
vych filma sobsahem kyseliny ferulové, vzhledem ktomu, Ze piti aplikacich folii
v potravinafském a farmaceutickém priimyslu mohou byt béhem jejich ptipravy, zpracova-
ni nebo spotieby vystaveny rtiznym tepelnym procesiim. Bylo prokazano, Ze ptidavek ky-
seliny nema vliv na tepelnou stabilitu. Pti studiu mechanickych vlastnosti bylo prokazano
zvySeni pevnosti v tahu u pfipravenych filma, cozZ lze vysvétlit tvorbou stabilni sité vytvo-
fené z diivodu zvySené schopnosti sitovani kyseliny ferulové. Zesitovani mezi polysacha-
ridy miize byt zprosttedkovano rliznymi mechanismy, a to naptiklad pomoci volnych radi-
kald, nebo esterifikaci s hydroxylovymi skupinami chitosanu a Skrobu. Na druhou stranu
vznik téchto novych vazeb zapti¢inil pokles taznosti folii s rostoucim obsahem kyseliny

feruloveé [20].
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3 STABILITA CHITOSANU

Zvyseni stability Ize ovlivnit regulaci environmentalnich faktorti, zménou zpracovatel-
skych podminek (napfi. teploty), zavedenim vhodné stabiliza¢ni latky, vyvojem raznych
smési polymernich material, nebo modifikaci pomoci chemickych ¢i ionickych ¢inidel

[26].

3.1 Faktory ovlivitujici stabilitu chitosanu

Vlastnosti chitosanu (molekulova hmotnost, stupenn deacetylace, Cistota) se 1isi v zavislosti
na zdroji, z néhoz byl material ziskan. Navic je chitosan velmi citlivy na zmény vnéjSich a
zpracovatelskych podminek. Faktory ovliviiujici stabilitu chitosanu jsou shrnuty ve sché-

matu (Obr. 9) [26].

Faktory ovliviiujici stabilitu chitosanu

Vnitini Vnejsi
- ¢istota Vlivy prostifedi Zpracovatelské podminky
- molekulova hmotnost | |
- stupeil deacetylace - vlhkost vzduchu - rozpouiténi v kyseliny
- stupedi pcrl}'d1§perz1t}' - teplota _sterilizace )
- obsah vlhkosti _ reakéni doba
- fyzikdlni metody

Obr. 9 Faktory ovliviwjici stabilitu produktit na bazi chitosanu [26]

Chitosan je pfirodni biodegradabilni polymer, ktery se rozkladd na zakladni netoxické
slozky. Degradace in vivo probihd pomoci enzymu a to predev§im lysozomdi. S ptipravou
nizkomolekuldrniho chitosanu za kontrolovanych podminek souvisi in vitro degradace,
ktera se bézn¢ provadi enzymatickou hydrolyzou nebo oxidaci. Zasadni roli pii uréovani
mechanismu a rychlosti degradace hraje molekulova hmotnost, polydisperzita, stupen dea-
cetylace, Cistoty a obsah vlhkosti. Bez ohledu na zplsob degradace proces obvykle za¢ina
nahodnym rozstépenim B-(1—4)-glykosidovych vazeb (depolymerizace) a poté nasleduji
N-acetylové vazby (deacetylace). Soucasné se St€penim chitosanového fetézce dochazi ke
Stépeni funkcénich skupin (amino-, karbonyl-, amido-, hydroxyl-). Disledkem degrada¢niho

procesu je pokles primérné molekulové hmotnosti a zvyseni stupné deacetylace. Mecha-
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nismus degradace mize zasadn€ ovlivnit stabilitu pfi skladovani u systémi na bazi chito-

sanu [26].
3.1.1 Vnitini faktory ovliviiujici stabilitu chitosanu

3.1.1.1 Stuperi Cistoty

Komeréné dostupny chitosan mize zahrnovat materialy o riznych stupnich cistoty, mole-
kulovych hmotnostech a stupnich deacetylace. Siroké $kala zdroji a rozmanitost vyrobnich
procesti vedou k velkym rozdilim v kvalité a vlastnostech chitosanovych produktii. Uro-
ven Cistoty chitosanu ma vliv na jeho biologické vlastnosti, jako je imunogenicita nebo
biologickd odbouratelnost, ale také zadsadné ovlivituje jeho rozpustnost a stabilitu. Vysoky
obsah popela a zbytkovych bilkovin miize zplsobit potize pfi rozpousténi a ztézovat pii-
pravu chitosanovych systému pro dorucovani aktivnich latek. Mikrobiologicka kontamina-

ce biopolymeru miize na druhou stranu podpofit degradaci enzymatickou hydrolyzou.

3.1.1.2 Molekulova hmotnost

Na molekulové hmotnosti chitosanu je zavisla fada jeho fyzikalné-chemickych a biologic-
kych vlastnosti, jako je hydrofilita, viskozita, schopnost vytvaret vodikové vazby, tepelna
stabilita, biologicka odbouratelnost a mukoadheze. Molekulova hmotnost (My) je vyjadie-
na jako primeér vSech molekul pfitomnych ve vzorku. S ohledem na pocate¢ni zdrojovy
material a typ zplsoby piipravy se My komeréniho chitosanu pohybuje v rozmezi
10-100 000 kDa. Chitosan s vysokou molekulovou hmotnosti je obecné povazovan za

stabilngj$i [26].

3.1.1.3 Stupeii deacetylace

Stupeii deacetylace (DA) je definovan jako pomér N-acetylglukosaminovych a glukosami-
novych jednotek, kdy distribuce téchto skupin v polymernim fetézci udava tzv. schéma
deacetylace. Oba tyto parametry, spolu s Mw, zasadné ovliviiuji vlastnosti chitosanu. Pfi
studiu vlivu stupné deacetylace na snadnost a rychlost degradace bylo zjiSténo, Ze chitosan
s nizkym deacetylacnim stupném v disledku rychlého rozkladu vyvolava akutni zanétlivou
odezvu, kdezto chitosan s vysokymi hodnotami DA zplisobuje minimalni zanét. Dale bylo
zZpozorovano, ze s rostoucim stupném deacetylace se zvySuje stupeinn Cistoty vzorku poly-
meru. Stupeni deacetylace ovlivituje také hydrolytické a termalni vlastnosti polymeru. Chi-

tosan s vys$i hodnotou DA ma méné porézni strukturu a nizsi schopnost véazat vodu, coz
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omezuje rychlost degradace v kyselém prostiedi. Na druhou stranu, pomalejsi rychlost
tepelné depolymerace muze byt vysledkem vzajemného fetézového zesiténi mezi volnymi
aminoskupinami, coz mé stabiliza¢ni vliv na strukturu polymeru, jehoz nevyhodou je

ovSem vyssi nachylnost k fotodegradaci.

3.1.1.4 Obsah vihkosti

Chitosan ma hygroskopicky charakter, a proto vykazuje ve srovnani s chitinem vétsi
schopnost interagovat s vodou za vzniku vodikovych vazeb. Mnozstvi absorbované vody
zavisi na pocateénim obsahu vlhkosti a podminkach skladovani (zejména na teplot€ a rela-
tivni vlhkosti vzduchu). Schopnost chitosanovych filml vazat vodu klesa se zvySovanim
stupné deacetylace. Pfitomnost absorbované vody hraje vyznamnou roli zejména u pev-
nych chitosanovych formulaci, jelikoz ovliviiuje tokové vlastnosti a stlacitelnost.
V priibéhu skladovani ovSem muze dochazet ke kolisani hladiny vlhkosti, coz se projevi na

zméndch fyzikalné-chemickych a mechanickych vlastnosti [26].
3.1.2 Vnéjsi faktory ovliviiujici stabilitu chitosanu

3.1.2.1 Vlhkost prostiedi

Pfitomnost a distribuce vlhkosti v chitosanovém materialu je siln€ zavisla na relativni vlh-
kosti okoli. Rychlost sorpce vody je dana také stupném deacetylace. Bylo prokazano, Ze pfi
vysokych vlhkostnich podminkach (relativni vlhkost je vyssi nez 60 %) molekuly vody
pronikaji intenzivnéji do jeho struktury, coz vede k zasadnimu nértstu obsahu vlhkosti.
Dlouhodobé skladovani chitosanu pii vysoké vlhkosti mlize urychlit hydrolytické Stépeni

vazeb, ale také ménit fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti.

3.1.2.2 Teplota

Bylo zjisténo, Ze vystaveni chitosanovych systémi vyssim teplotam (40 °C) zpisobilo vy-
znamnou ztratu vlhkosti, coz vedlo ke snizeni jejich tvrdosti a mechanické sily. Teplota
vzduchu muize ovlivnit degradaci polymeru a to zejména v kapalnych a polotuhych pro-

duktech [26].
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3.1.3 Zpracovatelské podminky

3.1.3.1 Vliv kyseliny pFi rozpousténi

Chitosanové formulace jsou bézné piipravovany v roztocich kyselin, pficemz mtze docha-
zet k degradaci zptisobené hydrolyzou. Beéhem hydrolyzy ptisobi kyselina jako katalyzator,
ktery $tépi polymerni fetézce. Vysledkem je pokles primérné molekulové hmotnosti, vis-
kozity a oslabeni mechanickych vlastnosti. Mezi hlavni faktory ovliviiuyjici rychlost hydro-
lyzy patii stupenn deacetylace, koncentrace polymeru, druh a koncentrace kyseliny, doba
zpracovani a teplota. Je tfeba zdlraznit, Ze zvySend teplota urychluje rozklad polymeru bez

ohledu na druhu pouzité kyseliny.

3.1.3.2 Sterilizace

Vnéjsi faktory ovliviiyjici stabilitu chitosanu zahrnuji i1 procesy sterilizace, které musi byt
provadény v piipad¢ farmaceutickych chitosanovych systémi pro davkovani 1é€iv a hojeni
ran, jeZ vyzaduji vysokou mikrobiologickou ¢istotu. Mezi pouzivané steriliza¢ni metody
patii sterilizace pomoci filtrli, sterilizace nasycenou parou, vystaveni pusobeni suchého
tepla a etylenoxidu nebo y-zéafeni. Tyto metody vSak mohou vést k nevratné zméné chito-

sanové struktury a jeji funkce [26].

3.1.3.3 Zahiivani

Zahtivani se Casto pouziva pii piipraveé systémil na bazi chitosanu. Jsou-li vystaveny vyso-
kym teplotdm, mize dojit ke zméné jejich polymernich vlastnosti, v€etné rozpustnosti ve
vode, viskozity a vzhledu. Bylo zjisténo, Ze rozklad chitosanu se zrychluje s rostouci teplo-
tou a délkou trvani ohfevu. Doba zahtivani potfebného k rozpusténi chitosanu v kyselém
roztoku by méla byt peclivé kontrolovéana, protoze piehiati vzorku by mohlo zptsobit
nejen zmeénu barvy, ale také reologickych vlastnosti a paradoxné 1 zpomalovat rychlost
jeho rozpousténi. V disledku tepelného zpracovani dochéazi ke ztraté ¢asti vody, ¢imz se

zvysuje citlivost chitosanu na teplotu a snizuje jeho stabilita béhem skladovani.

3.1.3.4 Lyofilizace

Lyofilizace (suSeni mrazem) je zplisob suseni, ve kterém je zmrazeny material susen sub-
limaci ledu. Tento proces je vyuzivan v mnoha aplikacich, jako napftiklad pii ptipravé mik-
ro a nanocastic. Nicméné, lyofilizace mtze zplisobit poskozeni polymeru z ditvodu tvorby

silnych inter- a intramolekularnich vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci, které mo-
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hou negativné ovlivnit fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je viskozita, {-potencial a

schopnost vazat vodu [26].
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4 STABILIZACNI A AKTIVNI LATKY

Pti aplikacich biopolymert v oblasti biomediciny, potravinaistvi a kosmetiky hraje pri-
marni roli bezpecnost, minimalni iritacni potencial a efektivita pouzivanych latek. Je nutno
vyvijet materidly s dostateCnou stabilitou a bioaktivitou. V souvislosti stim jsou
v soucasné dob¢ rozsahle studovany potencialni stabilizacni a aktivni substance s Sirokym

spektrem aplikovatelnosti a moznosti jejich zakomponovani do polymerni matrice.

Atraktivni feSenim je v dneSni dobé enkapsulace (zapouzdieni) aktivni slozky do ,,obalu*
tvofeného jinym materidlem. Tyto kapsle Ize definovat podle velikosti, kterd se pohybuje
od 1 um az po 1 mm, a rozeznavame nano-, mikro- a makrokapsle. Dale je 1ze d¢€lit podle
struktury, kdy mohou zaujimat kulovity az nepravidelny tvar, mit jedno nebo vice jader ¢i
povlaki. Mezi pozadované vlastnosti patii dobra snaSenlivost s pokozkou, zajisténi prini-
ku latky do pokozky tak, aby na ni neztstaly zbytky, dobra stabilita aktivni latky a jeji bio-
degradabilita zajisténa enzymy v pokozce [27, s. 274].

Biopolymerni matrice na béazi chitosanu se prokazaly jako efektivni nosné systémy
pro pomalé uvoliovani aktivni slozky. Byly studovany naptiklad ¢astice s obsahem kyseli-
ny retinové, kterd byla pomalu a postupné uvoliiovana. Z kationickych polysacharidi je
navic chitosan jedine¢ny v tom, ze ma jak hydrofobni neionickou, tak i hydrofilni katio-
nickou ¢ast, a je schopen interagovat s keratinem nachazejicim se v pokozce [27, s. 275,

278].

Enkapsulace zajisti cilené specifické a fizené uvolnovani aktivnich latek, zvySeni jejich
ucinnosti a permeability do pokoZky nebolestivym zpiisobem. Dale pak zvySeni stability
riznych kosmetickych pfisad, které jsou nestabilni nebo citlivé na teplotu, vlhkost, pH,
svétlo nebo oxidaci, jako jsou nenasycené mastné kyseliny, vitaminy nebo antioxidanty.
Také zabranuje odparovani t€kavych latek nebo oddéleni jednotlivych slozek smési [28, s.

173][29].

Mezi béZzné funkéni slozky pouZivané v kosmetice patii UV filtry, antioxidanty, moisturi-
zery, slozky slouzici k zesvétleni pokozky a molekuly s anti-aging vlastnostmi. Tyto latky
pusobi bud’ na povrchu pokozky, nebo v jednotlivych vrstvach pokozky. Enkapsulace lze
vyuzit v kosmetickych aplikacich, jako je vyroba sprchovych gelti a mydel, lotiont, pleto-
vych a opalovacich krémt, produkt na vlasy, make-upii, zubnich past atd. [29] V Tab. 1
jsou uvedeny piiklady nékterych chitosanovych aktivnich systéma a jejich aplikaci

v biomedicinské oblasti.
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Tab. 1 Systemy dodavani aktivnich latek na bazi chitosanu a jejich aplikace [26]

Material Aktivni latka Forma davkovani Aplikace
. Vlozky s prodlouze- Oc¢ni lécba
Bimatoprost , .
nym uvoliiovanim glaukomu
Nemodifikovany Lipozomalni hydro-
chitosan Chloramfenikol | gels procvilourie’n}'Im Lécba ran
uvoliiovani
Metrodinazol Hydrogel Parodontélni 1écba
Zesitény chitosan s Diklofenak In situ tvorici Inickee
glukéza-1-fosfatem draselny hydrogel .

Systém inhalace
Cisplatin Mikrocastice suchého prasku pro
1é¢bu rakoviny
Peroralni poddnim

Zesitény chitosan s
kyselinou citronovou

Komplex chitosanu a

. Insulin Nanocéstice pro 1écbu
dextran sulfatu . :
insulinem/diabetu
Smés ch1t9sanu a Fucoidan Lyofylizovany Inzen’yrs!‘,wv
alginatu scaffold kostni tkdn¢

Dalsi ¢ast prace je vénovana vybranym stabiliza¢nim a aktivnim latkam s potencidlem pro

aplikace v kombinaci s chitosanovou matrici.

4.1 Amfifilni neionické slouceniny

Neionické emulgatory Span a Tween vykazuji fadu vyhod oproti anionickym povrchoveé
aktivnim c¢inidlim, veetn€ zvySené stability vytvatejici flexibilitu a §irSi kompatibilitu.
Jsou stabilni ve slabych kyselindch, zasadach a elektrolytech a nereaguji s pfisadami a ak-
tivnimi latkami. Kombinaci téchto dvou emulgatora v raznych pomérech je mozné vyrabét
systémy s Sirokym rozsahem hodnot hydrofilné-lipofilni rovnovahy (HLB) pro emulgaci
vétsiny olejii a voskii. Radi se také mezi vysoce i¢inna rozpoustédla, disperga¢ni ¢inidla a
pomocné latky pii zvlhovani. VSeobecné patii mezi nejvice uznavané, bezpecné a schva-
lené emulgatory pouzivané nejen v potravinaiském pramyslu, ale také v kosmetickém,

textilnim a farmaceutickém [30][31, s. 163].

Smés emulgatort s nizkou a vysokou HLB hodnotou je ¢asto G€innéjsi nez pouziti pouze
jednoho druhu. Kombinaci Tween a Span lze pfipravit stabilni emulze olej ve vodé (O/V) a
voda v oleji (V/O) rtiznych sloucenin. Velmi dulezité je stanovit poZzadovanou hodnotu

HLB materiali, které maji byt emulgovany, a smés vhodnych typt emulgétorii [30].
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4.1.1.1 Estery sorbitanu (Spany)

Jedna se o estery MK, které vznikaji esterifikaci sorbitolu (sorbitu) s vyssimi MK pii teplo-
t& 200-250 °C v inertni atmosféte a za pritomnosti kyselého nebo alkalického katalyzato-
ru. Sorbitol patti do skupiny slouc¢enin nazyvanych jako cukerné alkoholy nebo také polyo-
ly, které maji podobné vlastnosti jako emulze glycerolu. Sorbitanové estery MK jsou nei-
ontové¢ lipofilni emulgatory s nizkou hodnotou HLB (2-8). S rostoucim stupném esterifi-
kace a klesajici délkou fetézce MK se snizuje hodnota HLB, coz zajist'uje vynikajici roz-
pustnost lipofilnich materialti. Rovnéz estery sorbitanu obsahujici nenasycené a rozvétvené
mastné kyseliny ptisobi jako G¢inné emulgatory pro systém V/O. Zavedenim polyoxyethy-
lenovych fetézci do molekuly sorbitanového esteru lze zvysit jeho Spatnou dispergovatel-

nost ve vodé [30][31, s. 163, 167][32, s. 297, 298].

OH R
Oj/
© |
@)

OH OH

Obr. 10 Struktura monoesteru sorbitanu

Tab. 2 Nazvoslovi a fyzikadlni vilastnosti esteru sorbitanu [31]

Obecny nazev Ol:l:,ll;zgm Sl((lzlls)illcs)tVl HLB (1)
Sorbitan monolaurat Span 20 Kapalné 8,6
Sorbitan monopalmitat Span 40 Pevné 6,7
Sorbitan monostearat Span 60 Pevné 4,7
Sorbitan tristearat Span 65 Pevné 2,1
Sorbitan monooleat Span 80 Kapalné 4,3

4.1.1.2 Ethoxylované estery sorbitanu (Tweeny)

Slouceniny spadajici do skupiny polysorbati maji hydrofilni povahu. Patii tedy mezi
emulgatory rozpustné ve vod¢ a ziedénych roztocich elektrolytli. S rostoucim poctem este-
rovych skupin se vSak snizuje jejich rozpustnost ve vodé. Vyrabéji se modifikaci sorbita-
nového esteru s kapalnym ethylenoxidem pfi teplotach 100—160°C v pfitomnosti methano-

latu sodného, ktery slouzi jako katalyzator. Ethylenoxid je schopen vazat volné hydro-
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xyskupiny a vznikly produkt obsahuje primérmé 20 molekul ethylenoxidu na 1 mol esteru
a jeho HLB hodnota se zvysuje o 5—10 jednotek, ¢imZ se stava rozpustnym ve vod¢é. Po
pfidani malého mnozstvi polysorbatovych emulgatorit do vody, 1ze zaznamenat pokles

mezifazového napéti.

Typ a stabilita emulzi pfipravenych za pouziti polysorbatl je siln¢€ zavisla na teploté. Pres-
toze jsou povazovany za hydrofilni, s rostouci teplotou jejich rozpustnost ve vod¢ klesa a

stavaji se vice lipofilnimi [30][31, s. 168][32, s. 298].

Tab. 3 Nazvoslovi a fyzikalni viastnosti ethoxylovanych esteru sorbitanu [31]

v s Obchodni . Skupenstvi
DalSi nazev nazev Obecny nazev (25 °C) HLB (1)

Polysorbate 20 | Tween 20 Polyoxyethylen (PEG,_ZO) Kapalné 16,7
sorbitan monolaurat

Polysorbate 40 | Tween 40 PolyO).iyethylen (PEG_,ZO) Kapalné 15,6

sorbitan monopalmitat

Polysorbate 60 | Tween 60 Polyoxyethylen (PEGTZO) Gel 14,9
sorbitan monostearat

Polysorbate 65 | Tween 65 Polyoxygthylep (PE,G_ZO) Pevné 10,5

sorbitan tristearat

Polysorbate 80 | Tween 80 Polyoxyethylen (PEQ-ZO) Kapalné 15,0
sorbitan monooleat

Polysorbate 85 | Tween 85 Polyoxye?hylen. (PE,G_ZO) Kapaln¢ 11,0

sorbitan trioleat

4.1.1.3 VyuZiti Span a Tween jako emulgdtori

Vétsina esterti sorbitanu a polysorbaty se uplatituji v produkci kvalitnich pekatskych vy-
robkll. Lze je vyuzit také v mlékarenstvi, zpracovani oleje nebo pro vyrobu cukrovinek.
Estery sorbitanu jsou povazovany za chutové nevyrazné, za to polysorbaty se vyznacuji
jedinecnou hotkou chuti. Tween 60 vykazuje nejvice piijemnou chut’ ve srovnani
s Tween 20 a 80. Diky své povaze napomaha vzniku disperze spolu s emulgatory s nizkou
hodnotou HLB jako jsou monoglyceridy nebo estery sorbitanu. Pfi pouziti mono- a digly-
ceridi na vyrobu kolacl 1ze zvysit jejich Gcinnost ptidavkem Tween 60. Monoglyceridy
jsou pridavany do tésta pirevazné ke zlepSeni nadychanosti, zatimco Tween 60 se pridava
do peciva ke zpevnéni tésta a prodlouzeni jeho Cerstvosti [32, s. 175, 176].

Span 80 (sorbitan monooleat) je vynikajici pro pfipravu emulze V/O a obzvlasté je uzitec-
ny v aerosolovém systému, jako jsou lestici spreje a Cistici prostfedky. Piipravky vyuziva-

né k lesténi na bazi V/O se pfi pouziti samotného Span 80 pfi rozpraSovani rychle rozpada-
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ji a to 1 ve smési s vosky a silikony. Pfi pouziti emulgéatortt Span 60 a 80 v kombinaci
s Tween 60 a 80 se vytvori vynikajici emulgacni systém pro silikonové kapaliny, které 1ze

vyuzivat jako prostiedky k lesténi nabytku nebo bot.

Emulgatory typu Tween jsou vSestranné solubilizatory pro vSechny typy vonnych latek a
parfémi vyuzivanych v osvézovacich vzduchu a jinych vyrobcich pro domacnost.
Tween 20 a 80 maji vysoké HLB hodnoty a jsou zvlasté¢ vhodné pii rozpousténi t¢kavych
slozek. Nejcastéji pouzivany je Tween 80 kvili malému zapachu. Typicky pomér emulga-
toru a viiné je 1:1, ktery se vSak mlze ménit v zavislosti na sloZzeni a viini, ktera ma byt

rozpusténa [30].

Pro rychlé a snadné odstranéni mastnych skvrn mohou byt pouzity emulgatory skupiny
Tween do ubrouski a netkanych tkanin. Tween 20, 80 a 85 jsou pouzivany kvili rychlé
tvorbé emulze s mastnotou a napomahaji tak udrzovat Cisty povrch. Vyhodou Tween 20 je
jeho mirnost k pokozce, a proto je vhodny pro aplikaci do vlhéenych ubrouski, kde zabra-
nuje jejich vysouSeni. Déle se také pouziva smés Tween 21 a 60, kterda vytvaii mikro-
emulzni gely na bazi rozpoustédel a slouzi jako pfirodni alternativa. Smisenim téchto
emulgatort 1ze vytvorit film, ktery chrani pokoZku pted oleji a vodou. Kombinaci Span 60
a Tween 60 nebo Span 80 a Tween 80 lze ziskat emulgacni systémy zvySujici odolnost
vici olejim a vod¢. Tuto smés lze pouzit napt. pro odstranéni rostlinnych olejii a lanolino-

vych derivati [30].

4.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (dale jen MK) se fadi mezi hlavni sloZky lipidGi a mohou byt charakteri-
zovany jako karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem nejméné se
¢tyfmi a vice atomy uhlikti. V lipidech se nachazeji rizné druhy MK, které se déli podle
pfitomnosti dvojné vazby, a to na nasycené (neobsahuji Zddnou dvojnou vazbu), nenasyce-
né (monoenové obsahuji jednu dvojnou vazbu a MK se dvéma a vice vazbami jsou polye-
nové) a MK s trojnou vazbou (trienové). Dale se v lipidech vyskytuji MK s rozvétvenou
nebo cyklickou strukturou a také MK s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi funkénimi

skupinami [33, s. 88].

4.2.1 Kyselina laurova

Kyselina laurova (kyselina dodekanova, KL) je nasycena MK se stfedn¢ dlouhym fetézcem

s 12 atomy uhliku. Pfirozené se vyskytuje v riiznych rostlinnych a Zivoc¢isnych tucich a
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olejich a je hlavni slozkou kokosového oleje a oleje z palmovych jader. M4 velmi malou

toxicitu, a proto se bézn¢ pouziva v mydlech a Samponech [34].

Kyselina laurova je zakladni kyselinou kokosového oleje, kde zaujima 45-53 % z obsahu
vSech kyselin a zastupuje tak mnoho vlastnosti tohoto oleje. Diky jeji snadné absorpci je
kokosovy olej snadno metabolizovan a patii mezi MK, které nejméné pftispivaji
k akumulaci tuku v téle. Kokosovy olej je levny, netoxicky ma dlouhou Zivotnost a je pou-
zivan jako soucast potravinovych obali. Dale se pouziva jako mazivo a pfisada
v pramyslovych ptipravcich, k vyrob¢ 1é¢iv, mydel nebo jako zmékcovadlo a dispergacni

¢inidlo v kaucuku [35][36].

Kyselina laurova a jeji derivat 1-monolaurin vykazuji pozitivni ucinek proti grampozitiv-
nim bakteriim, plisnim a virim. Jejich antimikrobialni piisobeni mize byt zalozeno na de-
strukci bunééné membrany bakterii pomoci fyzikéalné-chemickych procest, ovlivnéni sig-
nalni transdukce a transkripce buné€k nebo stabilizace lidskych bunéénych membran.
V piitomnosti Ca®" a Mg”" iontil byla aktivita kyseliny sniZena, zatimco niz§i pH jeji akti-
vitu neovlivnilo. Bylo dokdzéano, ze z nasycenych MK ma kyselina laurova nejvétsi anti-
mikrobidlni G¢innost. Derivat 1-monolaurin vykazuje jesté vétsi schopnost inhibovat mik-
roorganismy, ma nejvetsi ucinnost ze vSech monoglyceridi a po hydrolyze je schopen
uvoliovat kyselinu laurovou. Obecné bylo prokazéano, ze slouceniny obsahujici lauryleste-

ry vykazuji antimikrobidlni aktivitu [35].

Monolaurin je piirodni latka, kterd vznika esterifikaci glycerolu a kyseliny laurové, a vy-
kazuje potencialni antimikrobidlni G¢inky. Pfi porovnani inhibi¢ni schopnosti samotného
monolaurinu a esencialniho oleje oba vykazuji mnohem mensi G¢innost nez pfi jejich
kombinaci. Byl prokdzéan jejich synergicky ucinek v 1é€be proti bakteridlni infekci (pf.
S. aureus). Obrovskou vyhodou pouziti esencidlnich oleji pred antibiotiky je, ze si bakterie
vi¢i nim nevyvijeji odolnost. Dilaurin na rozdil od monolaurinu neprokazuje inhibi¢ni
vlastnosti v ristu bakterii. Obecné je znamo, Ze diglyceridy a triglyceridy kyseliny laurové

jsou neucinné proti rastu mikroorganismu [37].

Filmy zaloZené na bazi chitosanu a kyseliny laurové jsou pouzivany jako antimikrobiélni
obaly a povlaky. Tyto aktivni filmy prokézaly inhibici rtstu Bacillus subtilis a E. coli, coz
dokazuje synergicky antimikrobialni ucinek téchto dvou latek. Bylo zjisténo, ze kyselina
laurova ma antibakterialni G¢inek ke grampozitivnim bakteriim, zatimco pii zakompono-

vani do chitosanu inhibuje rast gramnegativnich bakterii [36].
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Bylo prokazano, ze kyselina laurova je jedna z typickych volnych MK, které se nachdzeji
v koznim lidském mazu. M4 silngj$i antimikrobidlni aktivitu proti Propionibacterium ac-
nes (grampozitivni bakterie zodpovédna za vznik akné) nez benzoylperoxid, ktery ma na-
vic fadu vedlejSich ucinku jako je vznik erytémi, Supinaténi nebo paleni pokozky. Vyho-
dou je, Ze nezplisobuje cytotoxicitu lidskych sebocyti naopak jeji nevyhodou je $patna
rozpustnost ve vod¢, a proto se jako rozpoustédlo ¢asto pouziva dimethylsulfid. Tato latka
zlepSuje rychlost transportu ptes kozni bariéru, ale na druhou stranu ma drazdivé a toxické
ucinky. Kromé toho obvyklé 1¢kové formy jako jsou krémy, gely nebo masti neprochazeji
ucinné pies pilosebaceozni jednotku a koncentrace 1é¢iva proslého do pokozky je tedy
mensi. Jednou z moznosti je zapouzdieni kyseliny laurové do lipozomd, které tak mohou

zajistovat 1éCbu proti akné prirozenou cestou [38].

4.2.2 Kyselina olejova

Kyselina olejova (kyselina cis-oktadek-9-enovd) se fadi mezi monoenové MK, které¢ patii
k hlavnim slozkdm pftirodnich lipidi. Jeji uhlovodikovy fetézec je tvoten 18 atomy uhliku,
dvojna vazba ma cis-konfiguraci a nachazi se na 9. atomu uhliku fetézce od karboxylové
skupiny. Tato kyselina se prakticky vyskytuje ve vSech tucich a olejich. V zivo€isnych
tucich je obvykle doprovazena kyselinou palmitolejovou. Vznikd béhem castecné hydro-
genace vicesytnych nenasycenych MK a zarovein miize byt prirodnimi nebo syntetickymi
procesy preménéna na jiné MK. Kviili jedinému dlouhému uhlovodikovému fetézci je hyd-
rofobni a tudiz nerozpustna ve vodé€. Kyselina olejova je pifi pouZiti in vitro cytotoxicka
vuci bakteriim, plisnim, savéim buikdm vcetné B-lymfocytl, T-lymfocyti, epitelovych

bun¢k a tumortim [32, s. 19][39, s. 4].

Kyselina olejova se pouziva k modifikaci mechanickych a bariérovych vlastnosti jedlych
filmt a povlakd. Chitosanové povlakové folie jsou prihledné s vhodnou mechanickou
odolnosti a nizkou propustnosti pro kyslik. Nicméné kvtli jejich hydrofilni povaze tvofi
Spatnou bariéru proti vlhkosti, coz omezuje jejich pouziti. Jedna z moznosti, jak vylepSit
tento nedostatek je zabudovani hydrofobni slou€eniny, jako jsou lipidy (MK, rostlinné ole-
je, éterické oleje a vosky) do emulgovanych filma. Zaclenéni kyseliny olejové jako hydro-
fobni faze disperze, kladn€ ovlivni vlastnosti pfenosu vodni pary, jelikoZ je schopna diky
svému hydrofobnimu charakteru snizit vodni afinitu biopolymerni matrice. Rozpustnost
biopolymernich filmG ve vodé urcuje jejich biodegradabilitu, avSak vysoka rozpustnost

folii by mohla byt nevyhodou pro pouziti v prostiedi s vysokou relativni vlhkosti. Jednou
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znevyhod filmi na bazi chitosanu a kyseliny olejové miize byt jejich mirn¢ zlutozelena

barva. S rostoucim obsahem kyseliny se zvysuje i intenzita zabarveni [39, s. 4][40].

4.3 Derivaty kyseliny mlé¢né

Estery monoacylglycerolti kyseliny mlééné byvaji také oznacovany jako laktoglyceridy.
Vyrabéji se esterifikaci monoacylglycerol kyselinou mléénou v poméru 1:1 za teplot nad
100 °C a snizeného tlaku. Laktoglyceridy se pouzivaji jako emulgatory pfi tvorbé emulze
typu V/O a maji sklon krystalizovat v a-form¢ a v této formé stabilizovat i monoacylglyce-
roly. Lze je pouzit samotné nebo v kombinaci s 2-stearoyl laktaty (2-stearoyl mlécnany) pti
pripravé mrazenych krémi a Slehackovych vyrobki. Dale mohou byt soucasti nékterych
druhii peciva. Vyborné uplatnéni nasly pti vyrob¢ kekst, kde zvétsuji jejich objem a poro-

vitost [32, s. 295].

Soli kyseliny 2-stearomlécné vznikaji reakci kyseliny stearové s kyselinou mléénou
v inertnim prostfedi pii teplotach 180-200 °C. Jako katalyzatory se pouzivaji zasadité va-
penaté nebo sodné slouceniny. Karboxylovd skupina kyseliny stearové reaguje
s hydroxylem kyseliny mlé¢né, jejiz karboxylova skupina zistdva nezménéna. Tato skupi-
na vSak miZe reagovat s hydroxylem dal§i molekuly kyseliny mlé¢né za vzniku esteru. Ve
vysledném produktu reakce se proto vzdy nachéazeji polymerované estery. Obchodni pro-
dukty jsou vyrabény pfevazné ze smesi kyseliny stearové a palmitové, které se ziskavaji ze
ztuzenych tukd. Sodné i1 véapenaté soli se pouzivaji ke zlepsSeni jakosti peciva kvili své
schopnosti tvofit komplexy s amylézou. Castéji se viak pouziva sodna sil, jelikoz prodlu-
Zuje Cerstvost peciva. Pii zakomponovani téchto soli do tésta lze snizit mnozstvi tuku
v receptuie v nékterych druzich pSenicného peciva, nebo jej Gpln€ vynechat. Ob¢ soli slou-

zi jako u¢inné emulgatory pro emulze typu O/V [32, s. 299].

4.4 Esencialni oleje

Esencialni oleje (dale jen EO) neboli silice jsou komplexni smési t€kavych sloucenin, které
jsou ziskdvany z rostlinného materidlu destilaci, extrakci nebo lisovanim za studena. V¢ét-
Sina z nich se skldda ze smési terpentl, terpenoida a dalSich aromatickych a alifatickych
slozek, jejichz slozeni se mlze vyrazné€ liSit v zavislosti na specifickém oleji. VSechny
rostliny maji schopnost produkovat tyto tékavé slouceniny, Casto vSak jen ve stopovém
mnozstvi. Pro komercni ucely jsou vyuzivany rostliny, které maji schopnost akumulovat

tékavé latky ve specidlnich anatomickych strukturach, coz vede k vy$Sim koncentracim
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EO. Rozdily ve slozeni esencialniho oleje jednoho druhu rostliny mtize byt odlisné, a to v
zavislosti na ¢asti rostliny, ze které je silice izolovana, na vnéjSim prostiedi nebo lokalizaci

vyskytu [10][41, s. 41].

4.4.1 Techniky vyroby esencialnich oleju

Prevazna vétSina silic se vyrabi z rostlinného materidlu, ze kterych se ziskavaji riznymi
druhy destilace nebo lisovanim za studena v piipadé oleju ziskavanych ze slupek citruso-
vych plodu. Pii tzv. hydrodestilaci je nasekany rostlinny materidl v pfimém styku s vatici
vodou. Pfiparni destilaci se para vyrabi v kotli, ze kterého je odvadéna do nadoby
s rostlinnou hmotou. Tato metoda probiha za atmosférického tlaku. Kromé toho existuje
také vysokotlaka parni destilace, ktera snizi dobu potiebnou pro destilaci. Kondenzovany
destilat se rozdéluje na dvé vrstvy, vodnou a olejovou, které 1ze nasledné samostatné odse-
parovat. Obecné je proces destilace parou nejrozsifenéjSim zpisobem vyroby EO ve vel-

kém meftitku [41, s. 5].

Ve vyzkumnych laboratofich se pouzivaji prevazné techniky, které slouzi k zachyceni ma-
1ého mnozstvi tékavych latek z aromatickych rostlin a ¢aste¢né také pro stanoveni obsahu
EO v rostlinné hmot&. Nejcastéji pouzivanym zafizenim je cirkula¢ni destila¢ni aparatura.
Toto zatizeni se sklada z vyhtivané kulaté nadoby, do které je umistén nasekany materil a
voda, a je spojeno s kondenzatorem a odmérnou trubici. Tato trubice slouzi k objemovému
stanoveni oleje. JelikoZ se jednd o kontinuélni destila¢ni zafizeni s uzavienym okruhem,
nachazi se ve spodni ¢asti tficestny ventil, ktery umoziiuje nasmérovat vodu zpatky do na-
doby. Na konci destilaéniho procesu je EO oddé€len od vodni fdze. Doba destilace zavisi na

rostlinném materidlu, ale obvykle trva 3—4 hodiny [41, s. 5, 6].

4.4.2 Antimikrobiilni u¢inky esencialnich oleju

Antimikrobidlni aktivita riznych EO se pfi€itd malym terpenoidiim a fenolickym slouceni-
nam. Cisté sloudeniny jsou schopny vyznamné snizit poet patogennich bakterii
v potravinach. Tyto Gcinky jsou vysvétlovany pomoci kombinace riznych mechanismil
pusobicich na rtiznych Grovnich v buiice. Hydrofobicita EO jim umoziuje rozpoustét se v
bakterialni bunééné membrané¢ a mitochondriich, naruSovat jejich struktury a Cinit je pro-
pustnéjSimi. Miize také dojit k uniku iontl a jinych latek z buiiky, inhibici pfenosu elektro-

nd, premisténi proteinii. Navic jsou schopny interagovat s adenosintrifosfatdzami cyto-
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plazmatické membrany, tyto interakce a nasledny tinik bunéénych slozek, jako je naptiklad

ATP, pak vedou ke smrti bun¢k [10].

Bylo zjisténo, ze tymianovy EO obsahuje vice nez 60 sloucenin, kdy vétSina z nich vyka-
zuje antioxida¢ni a antimikrobialni vlastnosti proti Sirokému spektru gramnegativnich 1
mol, rozmarynova kyselina a karvakrol. Dal§im vyznamnym olejem je bazalkovy EO, kte-
ry vykazuje antimikrobidlni ucinek proti riznym bakteriim, jako je napt. E. coli a proti
plisnim Aspergillus niger, Mucor mucedo aj. Zaclenénim téchto EO do chitosanovych fil-
mu lze ziskat aktivni film sfizenym uvolfiovanim, ktery by mohl byt pouzit
pro konzervovani potravin, kde viin€ oleji jsou kompatibilni s potravinou, jako je maso

nebo zelenina [42].

4.4.3 Antivirové ucinky esencialnich olejii

Kromé antimikrobidlnich a antifungélnich vlastnosti témét vSech EO, vykazuje tato skupi-
na pfirodnich slou€enin také antivirové ucinky. Viry jsou submikroskopické Castice (v
rozmezi od 20 do 300 nm), které mohou infikovat buiiky biologického organismu. Repro-
dukuji se pouze infikovanim hostitelské buiiky. Na rozdil od zivych organismd, viry nerea-
guji na zmény ve svém prostiedi. EO jsou schopny potlacit ptisobeni vird riiznymi zpliso-
by. Mohou zabranit jejich replikaci nebo Sifeni z builkky na buiiku. Byla prokazana antivi-
rova aktivita santalového a eukalyptového oleje proti viru Herpes simplex typu 1 a 2. Pti

opakované herpetické infekci je doporucovana aplikace obou olejti [41, s. 244].

4.4.4 Protirakovinné ucinky esencialnich oleju

Nekteré typy EO nebo jejich hlavni slozky a metabolity se povazuji za ptirodni protirako-
vinnou terapii, kterd se vyuziva po celém svété. Jedna z nejvyznamnéjSich sloucenin je
bud’ d-limonen (hlavni slozka EO ze slupek sladkého pomerance a jinych citrusti) nebo
perillylalkohol (nejdulezitéjsi metabolit tohoto monoterpenového uhlovodiku). Bylo zjisté-
no, ze perillylalkohol vykazuje zvySenou apoptézu nadorovych bunék a je tedy G¢innym
chemoterapeutickym ¢inidlem. Dale bylo prokéazéano, ze tento monoterpenovy alkohol po-
tencialné zeslabuje oxidaci indukovanou nitrilotriacetidtem Zeleznatym a mnozeni nadoro-
vych bungk. Dalsi terpenické alkoholy jako geraniol, linalool, menthol a (-citronellol vy-

kazovaly rovnéz inhibi¢ni aktivitu. Dieta zalozend na konzumaci ovoce a zeleniny, ktera je
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bohat4 na monoterpeny jako je d-limonen, snizuje riziko rozvoje rakoviny tlustého stieva,

mlécné zlazy, pankreatu a plic [41, s. 236, 237].

4.4.5 Antioxidacni acinky esencialnich oleju

Volné radikaly jsou agresivni, nestabilni a vysoce reaktivni atomy nebo slouceniny obsa-
hujici jeden volny elektron. Vznikaji v disledku rtiznych metabolickych aktivit. Velké
mnozstvi radikali se vyskytuje v disledku vné&jSich vlivl, napiiklad vlivem plsobeni né-
kterych chemickych latek, rentgenového nebo UV zafeni, mohou byt piijimany prostied-
nictvim cigaretového koufe, smogu, z pesticidl, organickych rozpoustédel, lepidel apod.
Napadény jsou pievazné nukleové kyseliny DNA a RNA, proteiny a zejména polynenasy-

cené mastné kyseliny membranovych lipida [41, s. 256].

Antioxidanty nazyvame latky, které jsou schopné i v relativné malych koncentracich chra-
nit organismy pted ,,oxidacnim stresem®. Ten mlze zpusobit fadu zdvaznych onemocnéni
jako je rakovina nebo nemoci kardiovaskularniho systému. To znamena, Ze jsou schopny
oddalit nebo inhibovat oxida¢ni destrukci zptisobenou kyslikovymi (ROS) nebo dusiko-
vymi (NOS) radikaly. Znamym pfirozené se vyskytujicim antioxidantem je vitamin C (ky-
selina askorbova), ktery je obsazen v mnoha citrusovych plodech. Dale pak vitamin E, kte-
ry lze nalézt v ofiScich a slune¢nicovych semenech. Také B-karoten a lykopin, které patii
do skupiny karotenoidli, jsou dalSimi ptiklady ptirodnich antioxidanti. Na druhé strané
existuje mnoho syntetickych latek, jako je butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen
(BHT) a derivat vitaminu E trolox (kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova), které jsou rovnéz znamy pro svou antioxidacni aktivitu. JelikoZ existuji do-
mnénky o potencidlnim vzniku onemocnéni v disledku pouziti syntetickych antioxidanti,

je stale vétsi zajem o piirozené se vyskytujici alternativy [43][44].

Antioxidacni aktivita EO zasadné zavisi na jejich slozeni. Hlavni slozky silic pfedstavuji
fenolické slouc¢eniny, které mohou byt rozdéleny podle jejich uhlovodikové kostry na ter-
penoidy a fenylpropanoidy. Obecné plati, Ze antioxidacni tc¢inek ptirodnich 1 syntetickych
fenolickych sloucenin je zaloZen na reakci jejich atomu vodiku s volnymi peroxylovymi
radikély. Pfi této reakci dochéazi k zaniku téchto radikald, avSak nové vznikaji radikaly
fenoxylové. Tyto molekuly mohou reagovat s peroxylovymi radikély a vytvaret tak nereak-

tivni produkty [44].
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4.4.6 Vyuziti EO v konzervaci potravin

Esencialni oleje mohou diky svym vlastnostem slouzit ke konzervaci potravin. Tyto apli-
kace jsou vsak Casto omezeny z diivodu jejich intenzivni viin€ a potencialni toxicity. Moz-
né feSeni tohoto problému predstavuje enkapsulace EO do polymerni matrice/filmu. Rych-
lost uvolilovani enkapsulovaného EO z polymerni matrice miize byt kontrolovéna, ¢imz se
zvysi jeji antimikrobidlni piisobeni na vyrobek pfimym kontaktem. Filmy na bazi chitosanu
a EO se ukazaly jako uc¢inné pfi prodlouzeni doby trvanlivosti nekterych druhi ovoce a

zeleniny, jako je sladké paprika nebo bobule hroznového vina [10].

V nasledujici tabulce jsou uvedeny piiklady potravin, u nichz byly aplikovany antimikro-

bialni obaly s obsahem rtiznych typt esencidlnich oleja.

Tab. 4 Esencialni oleje soucdsti antimikrobialnich filmii pro konzervaci ryb [45]

Produkty Povlakovy material | Druh EO Cilovy mikroorganismus
Za studena ) Oregano Organismy produkujici H,S,
uzend sardinka Zelatinové filmy rozmar 1’1 luminiscen¢ni bakterie a
Y Enterobactericeae
V4 Fil 0 pfi
a St,u dena Hmy Z,0€1padu pri Oregano L. monocytogenes
uzeny losos zpracovani brambor
Proteiny je€mennych
v 4 2, Semena .
Losos otrub a zelatinové : E. colia L. monocytogenes
filmy grapefruitu
Zelatina v kombinaci :
Treska s chitosanovym Hiebicek Pseua’omona;, Enterg badefﬁfa-,
filmem ceae a bakterie kyseliny mlécné

4.4.7 Vyuziti EO v kosmetice

Rostouci z4jem o piirodni kosmetiku je divodem snahy nahrazovat syntetické latky i v této
oblasti. Esencialni oleje zde mohou byt vyuzivany za ucelem zajisténi antibakteridlnich,
antioxidacnich, konzervacnich a ¢astecné i1 hojivych uc¢inkl. Antibakteridlni ucinek silice
zavisi na obsahu, koncentraci a interakcich mezi hlavnimi ¢innymi slozkami. Konzervac-
ni latky by mély mit Siroké spektrum inhibi¢ni aktivity pfi minimalni koncentraci. I pfes to,
ze vetsSina EO je povaZovéna za bezpecné latky, nékteré z nich predstavuji riziko kontaktni
alergie. Navic bylo prokéazano, ze pokud je olej aplikovan samostatng, jeho konzervacéni
ucinek je obvykle nedostateny, a je nutné jej pouzit ve vyssi koncentraci. Kombinace syn-
tetickych konzervacnich latek a EO umoznuje snizit koncentraci obou slozek v dasledku

jejich synergické aktivity a presto vykazuji biostaticky ucinek [46].
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V péci o tstni dutinu maji EO podobnou uc¢innost proti bakteriim, které vytvareji zubni
plak, jako bézné dostupné ustni vody na bazi alkoholu. Matovy a eukalyptovy EO muze
slouzit k navozeni chladiciho pocitu na kiizi nebo v tstech. Navic esencidlni oleje mohou
slouzit jako bioaktivni kosmetické ptisady k ochrané pokozky pted volnymi radikaly, které
jsou zodpovédné za starnuti pokozky, jeji zménu barvy, ztratu elasticity a tvorbu vrasek.
Esencidlni oleje se pouzivaji také ve vyrobcich v péci o vlasy, zvysuji jejich lesk, maji
kondicionac¢ni G¢inky, mohou zlepsit zdravy rist vlasii nebo snizit tvorbu lupti [47]. V Tab.

5 jsou uvedeny typy aplikaci kosmetickych produktli s obsahem esencialnich oleji.

Tab. 5 Priklady esencialnich olejit pouzitych v riiznych kosmetickych produktech [47]

Pouziti Druh EO Pouziti Druh EO
Emoliencia Hefmankovy
Moisturizer Vanilin Proti popraskani Kamélie
Anti-agein Y Santalové dievo | pokozky a vzniku | Pupecénik asijsky
e Pupalkovy vrasek Rakytnikovy
produkty Olivovy
Tea tree
Ls Levandule Krémy po Mentol
Opalovaci krémy Oragano opalovani Hetfmanek
Paculi
Hiebicek Rozmargn
Zubni pasty Eukalyp‘t Sampony Levandule
Peppermin Mydla Sladky pomeran¢
Menthol yp
Rozmarynovy Tymian
Proti akné ° yhovy Proti lupiim Bergamot
Tea tree
Tea tree
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Chitosan nizkomolekularni (50—190 kDa, Sigma-Aldrich)

Skrob rozpustny p.a. (Lachema n. p., Brno)

Tween 80 (polyoxyethylenesorbitan monooleat, CMC =0,012 mM, Sigma-
Aldrich)

Glycerin bezvody p.a. (molarni hmotnost 92,10 g-mol'l, obsah 99,5 % min,
PENTA - Ing. Petr Svec)

Kyselina laurova &istd (molarni hmotnost 200,32 g-1"!, Lachema n. p., Brno)
Kyselina octova p.a. (Mg = 60,05; obsah 99,8 % min, IPL — Petr Lukes, Uhersky
Brod)

Etericky olej oregano (origanum vulgare, Nobilis Tilia)

Etericky olej mata peprna (mentha piperin, Nobilis Tilia)

Etericky olej citronela (cymbopogon winterianus, Nobilis Tilia)

Hydrofilni olej levandulovy (Nobilis Tilia)

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Magneticka michacka s ohfevem MM4 (200-800 ot/min, MAX 370 °C, Lavat
Chotutice)

Ultrazvukova lazen K-10LE (termostat 20—-80 + 2°C, Merci s.1.0)

Ultra Turrax T25 Digital (3 000-25 000 ot/min, IKA)

Elektricka susarna

Ttepacka Meast 25 (~220 V/50 Hz, VD Lovéna Praha)

Analytické vahy Sartorius (Sartalex — Ivo Sebesta)

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Instruments Ltd, soucésti je kyveta 1070 pro méfte-
ni { potencialu)

Tenziometr K20 EasyDyne (Kriiss GMBH Germany)

pH/mV metr CPH 51 (ELTECA — Zden¢k Jursik, Turnov)

Digitéalni trmenovy mikrometr (rozsah 0—25 mm, Schut Geometrical Metrology)

Filtra¢ni zatizeni dle Mortona (pérovitost frity S3/P40 SIMAX, Merci s.1.0.)
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e Stiikackové filtry Millipore Millex GS/Optex GS (pérovitost filtru 0,22 um, MCE
membrana, Merci s.1.0)

e Laboratorni sklo a plasty (Petriho miska, vialka)

e Plynovy kahan

e Exsikator (Mg(NO3),-6H,0)

5.3 Metodika

5.3.1 Stanoveni susiny chitosanu

Do pfedem vysusenych vazenek byl navazen 1 gram nizkomolekuldrniho chitosanu. Vzor-
ky byly suSeny pii teploté 102 °C v elektrické susarné po dobu 24 hodin a suSina byla vy-

pocitana podle vzorce:

DM = M [%] (1)
My,

Mp...hmotnost vzorku po vysusSeni [g]
My...hmotnost vzorku pfed vysuSenim [g]

Primérny podil suSiny chitosanu byl stanoven na 99,56%.

5.3.2 Priprava roztoku a filmi na bazi chitosanu

Zékladni roztok chitosanu o koncentraci 1 % hm. byl pfipraven navdzenim vypocitaného
mnozstvi s pfesnosti na 0,0001 g a rozpusténim v pfedem piipraveném 1% roztoku kyseli-
ny octové. Po 24 hodindch michéni byla ziskdna homogenni smés, kterd byla filtrovana

pres fritu (typ S3).

Obr. 11 Ultra Turrax T25 Digital [48]
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Prvni série vzorkl (oznaceni H1) byla pfipravena tak, ze k zékladnimu roztoku chitosanu
byla ptidana kyselina laurova, Tween 80, glycerol a esencialni olej citronela. Vzorky byly
homogenizovany pomoci Ultra Turraxu 2 minuty pii 12 600 ot./min. SlozZeni vzorki je

uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6 Slozeni vzorkii H1

Vzorek Chitosan KL Glycerol EO Tween 80
[%e] [%o] [%o] [%o] [%o]
HI-1 1 0,05 0,5 - -
HI-2 1 - - 3 1
HI1-3 1 - 0,5 3 1
H1-4 1 0,05 0,5 3 1
H1-5 1 0,05 0,5 3 2
HI1-6 1 0,05 0,5 3 3

Druh4 série vzorki (oznaceni H2) byla ptipravena modifikaci postupu dle [51] smichanim
glycerolu, zakladniho roztoku chitosanu a kyseliny laurové. Smés byla michana na magne-
tickém michadle pii cca 500 ot./min za souc¢asné¢ho postupného zahtivani na teplotu 70 °C,
pii které homogenizace pokra¢ovala po dobu 40 minut. Néasledné byl ptfidan vybrany esen-

cidlni olej, a to mata (vzorek 2), resp. a citronela (vzorek 3) a homogenizace pokracovala

dalsi hodinu. Slozeni roztokt je uvedeno v Tab. 7.

Tab. 7 SloZeni vzorku H2

Vzorek Chitosan KL Glycerol EO
[%o] [%o] [%e] [%o]
HI1-1 2 0,07 1 -
H1-2 2 0,07 1 3
HI1-3 2 0,07 1 3

Po homogenizaci byla ¢ast roztoki ponechdna pro dalsi zkousky, ¢ast byla odlita na sterilni
Petriho misky a suSena pti 35°C po dobu 24 hodin. Pfed dal§imi experimenty byly filmy

uloZeny v exsikatoru pii vlhkosti cca 60 % a laboratorni teploté 25 + 1 °C.

5.3.3 Priprava roztoku a filmi na bazi chitosanu a Skrobu

Zakladni roztok chitosanu o koncentraci 3 % hm. byl pfipraven navazenim vypocteného
mnozstvi s presnosti na 0,0001g a smichdnim s 5% roztokem kyseliny octové. Takto pfi-

pravena smes byla vlozena do ultrazvukové 1lazné na 30 minut pfi teploté 30 °C. Zakladni
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roztok Skrobu byl pfipraven néasledovné. Do kédinky bylo navazeno 5 g Skrobu, 2,5 g gly-
cerolu a 92,5 g destilované vody. Smés byla michdna za mirného zahiivani na magnetic-
kém michadle pfi cca 500 ot./min do rozpusténi a vyceteni roztoku. Dale byl pfipraven 5%
roztok kyseliny laurové v hydrofilnim levandulovém esencialnim oleji. Podle zadanych
pomeért (Tab. 8) se roztoky chitosanu a Skrobu smichaly za postupného zahtivani na teplo-
tu 70—-80 °C, pfi této teplote¢ byly michany 5 minut. Poté byly jednotlivé roztoky odlity na
Petriho misky (o priméru 90 mm) ve vysce 0,5 cm a suSeny pfii teploté¢ 30—35 °C po dobu

48 hodin.

Tab. 8 Slozeni vzorkii smési Skrobu a chitosanu

Vzorek Skrob:Chitosan Obsah KL

[%]

1 1:1 -

2 1:1 0,1

3 2:8 -

4 2:8 0,1

5 2:8 0,2

6 4:6 -

7 4:6 0,2

5.3.4 Méieni C potencialu roztoki

Zeta potencial filmotvornych roztokli byl méfen pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS90.
Pied vlastnim méfenim bylo provedeno fedéni méteného roztoku, a to 6 pl vzorku do 1 ml
destilované vody pfefiltrované pies stiikackovy filtr Millipore Millex GS/Optex GS. Vzo-
rek byl premistén do specidlni kyvety typu 1070 a { potencial byl vyhodnocen pomoci pti-
slusného softwaru v souladu s modelem Smouchlowského. Vsechna méteni byla provade-

na pfi laboratorni teploté 25 + 1 °C ve tfech opakovanich.

5.3.5 Meéfeni povrchového napéti roztoki

Povrchové napéti vybranych vzorkti bylo meéfeno pomoci tenziometru K20 Easy Dyne
(Obr. 12) metodou Wilhelmyho desticky. K vlastnimu méteni byly pouZzity Cisté a suché skle-
néné misky, do kterych bylo nalito pfiméfené mnozstvi roztoku vzorku. Miska byla poté umis-
téna na meéfici panel tenziometru. Platinova desticka byla pfed méfenim vyzihand v plameni a
po vychladnuti zavéSena na hacek nad miskou. Méfeni probihalo pii laboratorni teploté a povr-
chové napéti bylo piistrojem automaticky vyhodnoceno s piesnosti na 0,01 mN-m™ jako pri-

mér z 10 méreni.
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Obr. 12 Tenziometr K20 EasyDyne

5.3.6 Méreni tloust’ky filmi

Tloustka pfipravenych filmt byla méfena pomoci digitadlniho mikrometru s pfesnosti na
0,001 mm. Vysledna hodnota byla primérem z 10 méfeni provedenych na nahodné zvole-

nych mistech vzorku.

5.3.7 Stanoveni antibakterialnich vlastnosti filma

Antimikrobidlni aktivita filmt byla zjistovana pomoci agar difuzniho testu, na zaklad¢
jejich schopnosti inhibovat rust bakterii E. coli a S. aureus. Ke kultivaci obou bakterii byl

pouzivan Mueller—Hintontlv agar (déle jen MH).

Slozeni MH agaru (g/1 destilované vody)

Masova infaze 4,0
Kaseinovy hydrolyzat 17,5
Kukuti¢ny Skrob 1,5
Agar 12,0

Podle navodu byl prichystdn MH agar, ktery se po naliti na Petriho misku nechal ztuhnout
pro testovani. Poté byl ptipraven fyziologicky roztok smichanim 8,5 g NaCl do 1 1 destilo-
vané vody, ktery byl pred dalsimi experimenty sterilizovan v autoklavu. Redénim ¢&isté
bakterialni kultury fyziologickym roztokem do poZadované hodnoty koncentrace 0,5 McF
bylo pfipraveno inokulum, které bylo nasledné naneseno na misky s agarem. Poté byly na
kazdou misku umistény 2 predem vyseknuté kruhové vzorky filmi (o priméru 9 mm) a
nasledné se misky nechaly kultivovat pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Mira antibakteri-

alnich ucinkd filmt pak odpovidala velikosti vytvofené inhibi¢ni zony.
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5.3.8 Stanoveni vlhkosti a rozpustnosti filmu

Vlhkost a rozpustnost filma byla stanovena podle postupu v [48]. Nejprve byl ze vzorku
filmu vyfiznut ¢tverecek o velikosti 1,5x1,5 cm, ktery byl vlozen do pfedem zvazené va-
zenky a suSen pii teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Obsah vlhkosti (MC) byl na-

sledné vypocten podle vzorce (2).

Mo —Ma 100 [%] )

MC =
M,

M,...... pocatecni hmotnost vzorku [g]
Mq...... hmotnost vysuSeného vzorku [g]

Pro stanoveni rozpustnosti byly filmy vysusené do konstantni hmotnosti v predchozim
experimentu zvazeny (hmotnost M;) a poté vlozeny do sklenénych banc¢k obsahujicich
50 ml destilované vody, které byly tfepany pii laboratorni teplot¢ 25 °C na tfepacce
(Obr. 13). Po 24 hodinach byly vzorky filmi opatrné oplachnuty destilovanou vodou a
odebrany do pripravenych vazenek, které byly opét suseny pii 105 °C do konstantni hmot-
nosti za ucelem ziskani konecné hmotnosti (Mg). VSechna méfeni byla tfikrat opakovana a
vysledna rozpustnost (S) byla vypocitana podle vzorce (3).

M; — M;
s="""7.100 [%] 3)
M;

M;...... pocatecni hmotnost suchého vzorku [g]
M...... hmotnost susiny [g]

Obr. 13 Trepacka Meast 25
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Roztoky a filmy na bazi chitosanu

Podle kap. 5.3.2 byly pfipraveny smési na bazi chitosanu a 1% roztoku kyseliny octové,
piipadné rtiznych aktivnich a stabiliza¢nich latek. Vybrané filmotvorné roztoky byly cha-
rakterizovany pomoci stanoveni ( potencidlu, dale pak meétfeni povrchového napéti. U
vzorki filmu byl vizudln€ hodnocen vzhled a barva, métena tloustka a stanoveny antibak-
teridlni U¢inky. VSechna méteni byla provadéna nejméné ve dvou opakovanich pti labora-

torni teploté 25 + 1 °C.

6.1.1 Meéreni C potencialu roztokii

Zeta potencial samotného chitosanového roztoku v kyseliné octové byl podle [49] témet
59 mV, coz je v souladu se skutecnosti, ze pfi niz§im pH (~ cca 4) jsou aminoskupiny chi-
tosanu kladné nabité. V Tab. 9 jsou uvedeny hodnoty zeta potencialu vybranych vzorkt v
zavislosti na pouzité homogeniza¢ni metod¢. Je ziejmé, Ze vzorky pfipravené na Ultra Tur-
raxu vykazuji niz8i potencial v porovnani s roztoky ze série H2. Vliv homogeniza¢ni me-
tody na ( potencial filmotvornych roztokd na bazi chitosanu v kombinaci s kyselinou ole-
jovou byl sledovan i v praci Perdonese a kol. [10]. Bylo prokazano, ze intenzivnéjs$i homo-
genizace zpiisobila pokles povrchového néboje ¢astic, z diivodu elektrostatickych interakci
mezi ¢asticemi olejové kyseliny a chitosanem. Dal§im faktorem, ktery ma vliv na velikost
castic, je samoziejme slozeni vzorkll. V naSem ptipad¢ 1ze potvrdit vyssi C potencial u série
H2 obsahujici vyssi koncentraci chitosanu. U vzorku H2-3 bylo dosazeno dokonce vyssi
hodnoty { potencidlu (67 mV) nez v piipadé¢ samotného chitosanu. Tento fakt se v ramci

préace nepodafilo zdiivodnit.

Tab. 9 { potencial roztokii pri 25 °C

Vzorek S pﬁ':\l;]cml
HI-2 32,6 £ 0,4
H1-3 44,6 + 2,0
H1-4 37,4+0,7
H2-2 51,0£2,0
H2-3 67,020
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6.1.2 Meéreni povrchového napéti roztoki

Hodnoty povrchového napéti chitosanovych roztokl jsou uvedeny v Tab. 10. Povrchové
napéti vzorki série H1 se pohybovalo v priméru okolo 32 mN-m™. V porovnani
s hodnotou samotného 1% roztoku chitosanu (41 mN-m™) stanovenou v [49], doslo
k poklesu asi 0 22 %. Duvodem muze byt pfitomnost povrchové aktivniho emulgatoru
Tweenu 80. Vzorky ze série H2 prokazaly povrchové napéti vyssi, zejména pak vzorek

H2-2, jehoz hodnota 43,1 mN'm™ je srovnatelna s hodnotou samotného chitosanu.

Tab. 10 Povrchové napéti roztokii na

bazi chitosanu pri 25 °C

Vzorek Povni;l:l(\)l\";g‘]lpetl
H1-2 32,5+0,05
H1-3 32,7+0,10
H1-4 32,5+0,08
H2-2 43,1 £0,04
H2-3 34,8 £ 0,09

6.1.3 Meéreni tloust’)ky filmi

Tloustka filmi ptipravenych na Ultra Turraxu (série H1) se pohybuje v rozsahu 0,16 az
0,29 mm, v zavislosti na sloZzeni, zejména pak na mnozstvi emulgatoru Tween 80.
Z Obr. 14 vyplyva, ze sjeho rostouci koncentraci dochdzi ke zvétSovani tloustky,
v piipad¢ 3 % Tweenu narist ¢ini az 41 % ve srovnani s prumérnou tloustkou filmil obsa-
hujici pouze 1 % emulgatoru. U série vzorkti H2, které neobsahuji Tween 80, je patrny
pokles hodnot v pfitomnosti esencialniho oleje, bez ohledu na pouzity typ (mata, resp. cit-

ronela).
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Tloustka [mm)]
o
=
wu

0,30 -

H1-2 H1-3 H1-4 H1-5 H1-6 H2-1 H2-2 H2-3

Obr. 14 Tloustka filmii na bazi chitosanu

6.1.4 Vizualni hodnoceni vzhledu filma

Ptipravené chitosanové filmy byly nepriisvitné s béZovym az Zlutavym nadechem. Vétsi-

nou byly mékké, pruzné, kromé vzorku H1-2, ktery byl spiSe kieh¢i. Divodem je pravde-

podobné neptitomnost glycerolu jako plastifikatoru. Tento fakt byl potvrzen i ve studii

[51]. Bohuzel, ve vétsing piipadt byla struktura filmii nehomogenni s patrnymi agregaty,

bez ohledu na typ homogenizacniho postupu pfi ptiprave. Lepsi homogenity bylo dosazeno

pouze u vzorki H2-2 a z prvni série pak H1-5 a H1-6 se 2, resp. 3 % Tweenu 80 (Tab. 11)

Tento fakt napovida o primarni roli emulgatoru pfi ptipravé vzorku.

Tab. 11 Vzhled a struktura chitosanovych filmii

Vzorek Barva Homogenita Prisvitnost Flexibilita
Hl1-1 Bézova - - +
H1-2 Zlutava - - -
H1-3 Zlutava - - +
Hl1-4 Zlutava - - +
HI1-5 Bézova + - +
H1-6 Svétle zluta + - +
H2-1 Zlatava - - +
H2-2 Zlatava + - +
H2-3 Zlatava - - +
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6.1.5 Stanoveni antibakterialnich vlastnosti filma

Chitosan sam o sob¢ vykazuje antimikrobidlni ucinky, pfi¢emz jejich nejvice pravdépo-
dobnym mechanismem jsou interakce mezi jeho pozitivné nabitymi skupinami a negativné
nabitymi bunécnymi membranami, coz vede ke zménam propustnosti membran a nasledné
muze byt jeho antimikrobidlni aktivita zdsadné zeslabena, coz bylo potvrzeno ve studii
[49]. Laurova kyselina a jeji odpovidajici estery, patii mezi latky, u nichz byla prokazana
antimikrobidlni aktivita. Vyhodou je také fakt, ze KL je relativné stabilni, netoxickd a

snadno odbouratelna [51].

Testovani antibakteridlnich vlastnosti bylo v ramci nasi prace provadéno agar difiznim
testem, ktery je povazovan za zakladni a rychlou metodu ke zjisténi antibakterialni aktivity

vzorki se zabudovanymi antimikrobidlnimi latkami [36].

V Tab. 12 jsou uvedeny inhibi¢ni zény vybranych vzorkl série H1, ziskané agar difuznim
testem. Z hodnot je patrné, Ze lepsi antibakterialni i€innost byla sledovana proti grampozi-
tivni bakterii S. aureus, kdy inhibi¢ni zéna vzorku H1-6 byla 19 mm. Vzorek HI-1
s nejnizsi ucinnosti odpovida smési bez pridavku esencialniho oleje a Tweenu 80. Gram

negativni E. coli prokazala rezistenci v piipadé€ vSech testovanych vzork.

Tab. 12 Vysledky antibakterialnich ucinku filmi H1

E. coli S. aureus
Vzorek Inhibi¢ni zéna pramér Inhibi¢ni zé6na pramér
[mm] [mm]
Hl1-1 - 11,0£0,5
H1-4 - 14,5+0,5
HI-5 - 13,5+0,5
H1-6 - 19,0+ 1,0

Muhamad a kol. [51] se zabyvali vlivem kyseliny laurové na antibakterialni u¢inky chito-
sanovych filmt vii¢i G™ a G~ bakteriim B. subtilis a E. coli. Jejich vysledky indikuji syner-
gicky efekt mezi laurovou kyselinou a chitosanem, vzorky prokazaly antibakterialni uc¢inky
vuci sledovanym mikroorganismim, pti¢emz G bakterie E. coli se, podobn¢ jako u nasich
vzorkil, ukazala jako vice rezistentni. Neju¢inn&jsi koncentrace KL byla 0,625.10% mol-1”,
ovsem, inhibi¢ni zény byly sledovény jiz od koncentraci 0,125.10”% mol‘l"", coz je zhruba

polovi¢ni koncentrace nez v nami pfipravenych vzorcich. Potencialni antibakterialni G¢in-
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ky filml na bazi chitosan/Skrob/kyselina laurova proti bakteriim S. aureus a B. subtilis
byly sledovany také ve studii Salleha a kol. [36]. Film tvofeny pouze Skrobem slouzil jako
kontrolni vzorek, ktery nevykazoval zadné inhibi¢ni zony vici testovanym mikroorganis-
mum. Na druhou stranu, film pfipraveny pouze z chitosanu prokazal antibakteridlni aktivi-
tu, pficemz vétsi inhibicni zona byla namétena proti G™ E. coli. Tento ucinek byl jesté zesi-
len po ptidani kyseliny laurové do smési chitosan/Skrob. Vysledky poukazaly na fakt, ze
smési s vysSim obsahem chitosanu inhibuji pfevazné rist gramnegativnich bakterii, zatim-
co vy$si koncentrace kyseliny laurové vedla k inhibici grampozitivni B. subtilis.. Na zakla-
dé vysledkt v Tab. 13 Ize konstatovat, koncentrace kyseliny laurové v nasich vzorcich byla
dostacujici pro inhibici grampozitivni bakterie S. aureus, ovsem pro zajisténi univerzalniho

antibakterialniho ucinku je nutno slozeni vzorkt déle optimalizovat.

Na Obr. 15 a 16 jsou vysledky agar diftizniho testu s viditelnymi inhibi¢nimi zénami ko-

lem vzorki H1-4 a H1-6 proti vybranym mikroorganismim.

Obr. 15 Vysledky antibakterialnich ucinkii vzorku H1-4 proti E. coli (vie-

vo) a S. aureus (vpravo)
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Obr. 16 Vysledky antibakterialnich ucinkit vzorku HI1-6 proti E. coli (vle-

vo) a S. aureus (vpravo)

6.2 Filmy na bazi chitosanu a Skrobu

Vzhledem k vysledkim prvni ¢asti BP bylo dal$im cilem ovéfit vliv pfidavku dalsiho pii-
rodniho polymeru do chitosanové matrice, zejména za ti€elem zlepSeni homogenity a stabi-
lity vzorki. Filmy na bazi Skrobu vykazuji fyzikalni vlastnosti podobné syntetickym poly-
mertm. Jsou transparentni, bez zapachu a chuti, polopropustné pro CO; a rezistentni vici
pienosu O,. Casto se kombinuji s jinymi biopolymery, za uéelem zlepseni fyzikalnich a
funkénich vlastnosti. Zac¢lenéni lipidnich hydrofobnich sloucenin, jako napft. kyseliny lau-
rové, do Skrobového filmu ovliviiuje bariérové vlastnosti a sniZzuje propustnost pro vlhkost

[52].

6.2.1 Mg&feni tloustky filmi

Z obr. 17 je patrné, ze vzorky bez obsahu kyseliny laurové (S1, S3 a S6) maji ptiblizne
stejnou tloustku (v priméru 0,17 mm), nezavisle na poméru Skrobu a chitosanu. Dalsi
srovnatelné hodnoty byly naméfeny u vzorki S2 a S4, tedy filmi obsahujicich
Skrob:chitosan v poméru 1:1, resp. 2:8 a 0,1 % kyseliny laurové v obou piipadech. Nej-
mensi hodnoty (primérné 0,09 mm) byly naméfeny u vzorki S5 a S7, které obsahovaly
opét riazny pomér Skrobu a chitosanu a stejné mnozstvi kyseliny laurové, a to 0,2 %. Na
zéklad¢ téchto vysledkl Ize prepokladat primarni roli kyseliny laurové na métenou tloust-

ku.
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Obr. 17 Tloustka filmii na bazi Skrobu a chitosanu
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6.2.2 Vizualni hodnoceni vzhledu filma

Barevny charakter filmi méa primarni vyznam, jelikoZ pfimo ovliviiuje celkovy vzhled
produktu a ohlas u spotfebitele. Barva filml na bazi chitosanu a skrobu byla vétSinou
v odstinech svétle az stiedné Zluté. Na rozdil od filmi pfipravenych z chitosanu a aktivnich
latek (viz kapitola 6.1.4) bylo dosazeno lepsi homogenity. Jak je patrné z Tab. 13, transpa-
rentnost se liSila v zavislosti na obsahu kyseliny laurové. Filmy s obsahem chitosan:Skrob

1:1 (vzorky S1, S2) byly pruzné, s rostoucim zastoupenim chitosanu byly spiSe pevnéjsi.

Tab. 13 Vzhled a struktura filmi na bazi skrobu a chitosanu

Vzorek Barva Homogenita | Priisvitnost Flexibilita

S1 Zluta + + -
S2 Zlutd + -

S3 Nazloutla + + -
S4 Nazloutla + - -
S5 Nazloutla + - +
S6 Nazloutla + + +
S7 Zlutd + - -

Déle byly vizudln¢ hodnoceny barevné zméeny filmi v Case, a to ihned po vysuseni a po 80
dnech od pfipravy (skladovani probihalo pti 25°C a 60 % relativni vlhkosti). Z Obr. 18 az
20 je zfejmé, ze skladovanim doslo k zasadni zméné barvy, ze svétle Zluté na tmavé zlutou

az hnédou (v piipade vzorku S1 s vys$Sim zastoupenim skrobu). U filmu S4 s obsahem ky-
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seliny laurové jsou patrné zna¢né nehomogenity na povrchu filmu (Obr. 20). Zaroven také

doslo ke zmén€ mechanickych vlastnosti, filmy sledované po necelych 3 mésicich byly

wewvr

Vliv skladovacich podminek a typu rozpoustédla na vlastnosti chitosan/skrobovych filmt
byl sledovén v [53]. U vzorkt byly po 15, 30 a 60 dnech skladovani zaznamenany zmény v
obsahu vlhkosti, propustnosti a mechanickych vlastnostech, a didle zména barvy na tmavsi.
Bylo prokéazéano, ze barevné zmény mohou byt disledkem nékterych neenzymatickych
reakci, zaloZzenych na kondenzaci redukujiciho sacharidu se slouc¢eninou, kterd obsahuje
volnou aminoskupinu (Maillardova reakce), béhem niz dochdzi aminoskupiny a cukry de-
graduji. Vzhledem k charakteru molekul Skrobu a chitosanu mohou jejich smési podléhat
této reakci, pfi niz vznika fada meziproduktl, které jsou zodpovédné za zménu barvy vy-
sledného produktu. Vznik a intenzita hnédé barvy zavisi na tepelnych parametrech pfi
zpracovani, pH a kvantitativnim poméru aminového dusiku a redukujiciho sacharidu. Stu-
pen hnédnuti se ¢asto pouziva k posouzeni, v jakém rozsahu Maillardova reakce probéhla.

Zména barvy miize byt povazovana jako negativni dusledek ztraty kvality filmt [53] [54].

Obr. 18 Srovnani vzhledu filmu S1 prvni (vlevo) a 80.
(vpravo) den pripravy
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Obr. 19 Srovnani vzhledu filmii S3 prvni (vlevo) a 80.
(vpravo) den pripravy

Obr. 20 Srovnadni vzhledu filmi S4 prvni (vlevo) a 80.
(vpravo) den pripravy

Barevné zmény byly sledovany i ve studii [55], kde byly pfipraveny filmy na bazi chito-
san/Skrob s obsahem rtiznych ptirodnich extrakti (jako napftiklad z brusinky, granatového
jablka, Cervené fepy). Jiz po 15 dnech dochazelo k pomérné vyraznym zménam barvy,
pfi¢emz vice patrné byly u vzorkl s obsahem pfirodnich extrakti. Kontrolni film mé¢l jen
slabé zluty nadech a po 15 dnech se barva zasadné nezmeénila. Sledovani po delsim Caso-
vém intervalu autofi neprovadéli, a proto vysledky nemizeme zcela porovnavat. Divodem
svétlejsi barvy filml v uvedené praci by ale mohla byt i skutecnost, ze byly pfipraveny

z mén¢ koncentrovanych roztokl chitosanu a Skrobu, ve srovnani s naSimi vzorky.
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Lze ovSem predpokladat, Ze na barevné zméné se primarné podilel obsah Skrobu, jelikoz u
filma pfipravenych pouze z chitosanu tento jev nebyl pozorovan ani béhem skladovani

delsiho nez 3 mésice (viz studie [49]).

6.2.3 Stanoveni obsahu vlhkosti a rozpustnosti

Odolnost proti vlhkosti je vyznamna charakteristika biodegradabilnich filmli, zejména
v aplikacich, kde je film v kontaktu s vodou béhem zpracovani, nebo v prosttedi, kde je
vyrazna aktivita vody. Obecné¢ plati, ze vyssi rozpustnost indikuje niz$i rezistenci vici vlh-

kosti.

Z vysledki méteni vlhkosti (Obr. 21) je patrné, Ze vlivem inkorporace kyseliny laurové
doslo vétsinou k poklesu vlhkosti, naptiklad u vzork S1 a S2 (pokles 5,9 %), S3 a S4 (po-
kles 33,7 %). U filmt S6 a S7 bylo dosazeno srovnatelnych hodnot.

Stejny trend byl zaznamendn pii méfeni rozpustnosti ve vodé (Obr. 22), kdy ve vétSiné
ptipadd doslo k poklesu rozpustnosti v porovnani s kontrolnim vzorkem bez obsahu kyse-

liny laurové. Nejnizsi rozpustnost (16,8 %) byla naméfena u vzorku S4.

Pti srovnani vysledkd se studii [49], mizeme konstatovat, Ze vzorek S3 pfipraveny ze
Skrobu a chitosanu v poméru 2:8 se hodnotami blizi filmu na bdzi samotného chitosanu,
jehoz vlhkost a rozpustnost ¢inila 20,9 % a 22,3 %. Se zvySujicim se obsahem Skrobu hod-

noty obou méfenych parametrd nartstaji.

Rozpustnost filmt na bazi Skrobu a chitosanu byla studovana i autory [56] a podobné jako
v naSem piipadé se rozpustnost snizovala s nartistajicim obsahem chitosanu ve smési. Di-

vodem mohou interakce mezi obéma slozkami s vyS$si koncentraci chitosanu.
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Obr. 21 Obsah vihkosti filmii na bazi Skrobu a chitosanu
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Obr. 22 Rozpustnost filmii na bazi skrobu a chitosanu
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ZAVER
V ramci bakalaiské prace byly pfipraveny vzorky na bazi chitosanu, resp. chitosan/Skrobu

a raznych aktivnich nebo stabiliza¢nich latek.

U prvni fady vzorkl (na bazi chitosanu) byl sledovan vliv homogenizace a slozeni vzork
na n¢které fyzikalni vlastnosti, jako { potencial, povrchové napéti roztokt, vzhled a tloust-
ku filmi. Mizeme konstatovat, ze lepsi homogenita byla ziskana u vzorki ptipravenych na
Ultra Turraxu, v pfitomnosti neionického emulgatoru Tween 80. Optimalizaci reakénich

pomérl a podminek bude ovsem nutno vénovat vice ¢asu v ramcei dalSich experimentd.

Filmy obsahujici chitosan/Skrob prokazaly nékteré zajimavé charakteristiky, naptiklad v
dasledku inkorporace kyseliny laurové do smési doslo k poklesu vlhkosti a rozpustnosti ve
vod¢, coz ma piiznivy vliv zejména na aplikace s ptedpoklddanym nadmérnym vyskytem
vlhkosti. Méteni odhalilo také vliv rek¢nich poméri chitosan : Skrob, kdy hodnota rozpust-
nosti ve vod¢ klesala s rostouci koncentraci chitosanu ve smési. Vizualni hodnoceni filmt
béhem skladovani prokédzalo zdsadni barevné zmény, zejména pak u vzorkl s vy$S§im podi-

lem Skrobu.

Nicméng¢, vzhledem k problémtim, které se objevily v pribéhu realizace bakalaiské prace,
nebylo mozno provést vSechny piivodné planované experimenty. Aby bylo mozZno vytvoftit
komplexnéjsi zavery, mély by byt vysledky urcité rozsifeny o dalsi testy, zamétfené na cha-
rakterizaci dalSich fyzikalnich parametrt filmt, jako jsou napfiiklad bariérové, strukturni a

povrchové vlastnosti, a jejich sledovani v Case za ticelem doplnéni stabilitni studie.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] KALIA, S. and Luc AVEROUS, ed. Biopolymers: Biomedical and Environmental Ap-
plications. Scrivener publishing, 2011, 644 p. ISBN 978-0-470-63923-8

[2] CERNY, Miloslav, Tomas TRNKA a Milo§ BUDESINSKY. Sacharidy. 1. vyd. Praha:
Ceska spole¢nost chemicka, 2010, 178 s. Chemické listy. ISBN 978-80-86238-81-4.

[3] KALAC, Pavel. Organickd chemie piirodnich latek a kontaminantii. 1. vyd. Ceské
Budéjovice: JihoCeska univerzita, Zemédélska fakulta, 2001, 120 s. ISBN 80-7040-
520-1.

[4] DOSTAL Jiii, Petr KAPLAN a kolektiv. Lékaiskd chemie II. Brno: Masarykova uni-
verzita, Lékarska fakulta, 2003, 223 s. ISBN 80-210-2731-2

[5] SIMUNKOVA, Eva a Ivana KUCEROVA. Dievo. Praha: Spoleénost pro technologie
ochrany pamatek, 2000, 134 s. ISBN 80-902668-4-3

[6] EISNER Karel, Milo§ OSTEN a Vladimir HAVLICEK. Drevo a plasty. Praha: Statni
nakladatelstvi technické literatury, 1983, 383 s. ISBN 0-4805-83

[7] VODRAZKA, Zdenék. Biochemie 1. 1. vyd. Praha: Academia, 1992, 184 s. ISBN 80-
200-0438-6.

[8] DOSTAL, Jii a kol. Lékaiskd fakulta II. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita, Lékaf-
ska fakulta, 2012, 165 s. ISBN 978-80-210-5538-4

[91 EBNESAIJJAD, Sina, ed. Handbook of Biopolymers and Biodegradable Plastics: Pro-
perties, Processing and Applications. William Andrew Publishing, 2012, 472 p. ISBN
978-1-4557-2834-3

[10] PERDONES-MONTERO, Angela. Antifungal Chitosan-based Films and Coatings
Containing Essentials Oils for Fruit Applications. Doctoral thesis, Valencia, 2015.

[11] KLIMOVA, Zuzana. Vyuziti chitosanu p¥i vipravé pitné vody. Brno: FCH VUT.

[12] Cdstecnd deacetylace chitinu na chitosan. [online]. [cit. 2017-12-10-] Dostupné
z: http://www.drpetry.com.cn/Upload/Images/20130621/201306211700587810002.jpg

[13] KIM, Se-Kwon, ed. Chitin and Chitosan Derivatives: Advances in Drug Discovery
and Developments. CRP Press, 2014, 493 p. ISBN 978-1-4665-6628-6

[14] KUMAR, Majeti N. V. Ravi. 4 rewiev of chitin and chitosan applications. Reactive
and functional polymers, 2000, vol. 46, 1-27 p. ISSN 1381-5148

[15] KONG, Ming, Xi Guan CHEN, Ke XING, Hyun Jin PARK. Antimicrobial properties
of chitosan and mode of action: A state of the art review. International Journal of Fo-

od Microbiology, 2010, vol. 144, 51-63 p. ISSN 0168-1605


http://www.drpetry.com.cn/Upload/Images/20130621/201306211700587810002.jpg

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

[16] VAVRIKOVA, Eva a Jarmila VINSOVA. Chitosan a jeho farmaceutické aplikace.
Chemickeé listy, 2009, ¢. 103, 56—65 s.

[17] VAVRIKOVA, Eva. Design of new antibacterial active molecules. Doctoral thesis,
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of
Inorganic and Organic Chemistry, Doctoral Thesis, 2010.

[18] KIM, Se-Kwon, ed. Chitin, Chitosan, Oligosaccharides and their Derivatives: Biolo-
gical Activities and applications. CRP Press, 2011, 633 p. ISBN 978-1-4398-1603-5

[19] GUILBERT, S. N. GONTARD, L. G. M. GORRIS. Prolongation of the Shelf-life of
Perishable Food Products using Biodegradable Films and Coatings. LWT — Food
Science and Technology, 1996, vol. 29. ISSN 0023-6438

[20] ELSABEE, Maher and Enstar ABDOU. Chitosan based edible films and coatings.
Materials Science and Engineering, 2013, vol. 33, 1819—-1841 p. ISSN 0928-4931

[21] BENBETTAIEB, N., M. KUREK, S. BORNAZ, F. DEBEAUFOR. Barrier, structu-
ral and mechanical properties bovine gelatin-chitosan blend films related to biopoly-
mer interactions. Science of Food and Agriculture, 2014, vol. 94, 2409-2419 p. ISSN
1097-0010

[22] MATHEW, S., M. BRAHMAKUMAR, T. E. ABRAHAM. Microstructural imaging
and characterization of the mechanical, chemical, thermal, and swelling properties of
starch-chitosan blend films. Biopolymers, 2006, vol. 82, 176—187 p. ISSN 1097-0282

[23] Y.X. Xu, K.M. Kim, M.A. Hanna, D. Nag. Chitosan-starch composite film: prepa-
ration and characterization. Industrial Crops and Products, 2005, vol. 21, 185-192 p.
ISSN 0926-6690

[24] BANGYEKAN, C., D. AHT-ONG, K. SRIKULKIT. Preparation and properties eva-
luation of chitosan-coated cassava starch films. Carbohydrate polymers, 2005, vol. 63,
1-11 p. ISSN 0144-8617

[25] MATHEW, S. and E. T. ABRAHAM. Characterisation of ferulic acid incorporated
starch-chitosan blend films. Food hydrocolloids, 2008, vol. 22, 826—835 p. ISSN
0268-005X

[26] SZYMANSKA, Emilia and Katarzyna WINNICKA. Stability of Chitosan — A Chal-
lenge for Pharmaceutical and Biomedical Applications. Marine Drugs, 2015, vol. 13,
1819-1846 p. ISSN 1660-3397



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

[27] ROSEN, Meyer R, ed. Delivery System Handbook for Personal Care and Cosmetic
Products: Technology, Application and Formulation. William Andrew publishing,
2005, 1095 p. ISBN 978-0-8155-1504-3

[28] PERIS-ORTIZ, Marta and Josi ALVAREZ-GARCIA. Health and Wellness Tourism:
Emergence of a New Market Segment. 1st Edition, Springer International Publishing
Switzerland, 2015, 183 p. ISBN 978-3-319-11489

[29] CASANOVA, Francisca and Lucia SANTOS. Encapsulation of cosmetic active in-
gredients for topical application. Journal of Microencapsulation, 2016, vol 33, 1-17 p.
ISSN 1464-5246

[30] Span and Tween. [online]. [cit. 2018-02-19] Dostupné Z:
http://chemagent.ru/prodavtsy/download/849/968/19

[31] WHITEHURST, Robert J. ed. Emulsifiers in food technology. Blackwell publishing,
2004, 247 p. ISBN 1-4051-1802-4

[32] ZAJIC, Jiti a Miloslav MALENICKY. Technologie tukii. Praha: VSCHT, 1988, 450 s.
ISBN 04-833-86

[33] VELISEK, Jan a Jana HAJSLOVA. Chemie potravin I. 3. vyd. Tébor: Ossis, 2009,
602 s. ISBN 978-80-86659-15-2

[34] Lauric acid. [online]. [cit. 2018-02-25] Dostupné Z: htt-
ps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lauric_acid#section=Top

[35] DAYRIT, Fabian M. The Properties of Lauric Acid and Their Signification in Coco-
nut Oil. Journal of the American oil Chemists® society, 2015, vol. 92, 1-15 p. ISSN
0002-7863

[36] SALLEH, Eraricar Binti. Antibacterial spectrum activity of lauric acid and chitosan.
Research managment centre UTM. Bioprocess engineering department. Final report,
(n. d.).

[37] PREUSS, H. G., B. ECHARD, M. ENIG, I. BROOK and T. B. ELLIOTT. Minimum
inhibitory concentrations of herbal essential oils and monolaurin for gram-positive
and gram-negative bacteria. Molecular and Cellular Biochemistry, 2005, vol. 272,
29-34 p. ISSN 1573-4919

[38] YANG D., D. PORNPATTANANANGKUL, T. NAKATSUJI, M. CHAN, D.
CARSON, CM HUANG and L. ZHANG. The antimicrobial aktivity of liposomal lau-
ric acid againts Propionibacterium acnes. Biomaterials. 2009, vol. 30 6035-6040 p.
ISSN 0142-9612


http://chemagent.ru/prodavtsy/download/849/968/19
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lauric_acid#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lauric_acid#section=Top

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

[39] SILVA, Luciano Paulino, ed. Oleic acid: Dietary Sources, Functions and Health Be-
nefits. Nova Science Publishers, 2013, 205 p. ISBN 978-1-62618-387-2

[40] AGUIRRE-LOREDO, Rocio Yaneli, Adriana Inés RODRIGUEZ-HERNANDEZ and
Norberto CHAVARRIA-HERNANDEZ. Physical properties of emulsified film based
on chitosan and oleic acid. Journal of Food. 2014, vol. 12, 305-312 p. ISSN 1750-
3841

[41] BASER, K. Hiisnii Can, Gerhard BUCHBAUER, ed. Handbook of essentials oils:
Science, Technology and Application. CRC Press, 2010, 675 p. ISBN 978-1-4200-
6315-8

[42] PERDONES, Angela, Amparo CHIRALT and Maria VARGAS. Properties of film-
forming dispersions and films based on chitosan containing basil of thyme essentials
oil. Food Hydrocolloids. 2016, vol. 57, 271-279 p. ISSN 0268-055X

[43] Metody stanoveni antioxidantu. [online]. [cit. 2018-02-20] htt-
ps://is.muni.cz/el/1431/jaro2016/Bi5220c/um/9 Metody stanoveni antioxidantu.pdf

[44] AMORATIN, R., M. C. FOTI and L. VALGIMIGLI. 4ntioxidant Activity of Essential
oils. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2013, vol. 61, 10835-10847 p. ISSN
1520-5118

[45] Use of antimicrobial films and coatings in fish and seafood. [online] [cit. 2018-24-2]
Dostupné z: https://www.hindawi.com/journals/tswj/2014/248935/tab3/

[46] DREGER, Mariola and Karolina WIELGUS. Application of Essentials Oils as Natu-
ral Cosmetic Preservatives. Herba polonica. 2013, vol. 59, 142—-156 p.. ISSN 2449-
8343

[47] CARVALHO, I. T., B. N. ESTEVINHO and L. SANTOS. Application of microen-
capsulated essentials oils in cosmetic personal healthcare product. International Jour-
nal of Cosmetic Science. 2016, vol. 38, 109—119 p. ISSN 1468-2494

[48] Ultra  Turrax T25 Digital [online] [cit. 2018-04-28] Dostupné z:
http://static.davis.com/large _images/04739 Olapp.jpg

[49] SEDLARIKOVA, J. M. Dolezalova, P. Egner a kol. Effect of Oregano and Marjoram
Oils on the Physical and Antimicrobial Properties of Chitosan Based Systems. Inter-
national Journal of Polymer Science, 2017.

[50] SINHA, N., B. K. SINGH, P. K. DUTTA. Preparation and Characterization of Chi-
tosan-Lauric Acid Derivative: Antibacterial Activity and Drug Delivery Study. Journal
of Polymer Materials. 2016, vol. 33, 479-489 p. ISSN 0970-0838


https://www.hindawi.com/journals/tswj/2014/248935/tab3/
http://static.davis.com/large_images/04739_01app.jpg

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

[51] MUHAMAD, Ida Idayu, Nozieana KHAIRUDDIN, Law Hoi LING. Effect Of LAuric
Acid Addition On The Microbial Efficacy Of Chitosan-Based Film. Jurnal Teknologi,
2011, vol. 54, 101-109 p.

[52] SALLEH, E., I. . MUHAMAD, N. KHAIRUDDIN. Structural Characterization and
Physical Properties of Antimicrobial (AM) Starch-Based Films. World Academy of
Science, Engineering and Technology. 2009, vol. 3. ISSN 20103778

[53] ZHONG, Yu and Li YUNFEL Effects of storage conditions and acid solvent types on
structural, mechanical and physical properties of kudzu starch (Pueraria lobata)-
chitosan composite films. Starch. 2011, vol. 63, 579-586 p. ISSN 0038-9056

[54] MARTINS, Sara L.F.S., Wim M.F. JONGEN, Martinus A.J.S. van BOEKEL. 4 re-
view of Maillard reaction in food implications to kinetic modelling. Trend in Food
Science and Technology. 2000, vol. 11, 364-373. ISSN 0023-6438

[55] LOZANO-NAVARRO, Jessica I a kol. Chitosan-Starch Films with Natural Extracts:
Physical, Chemical, Morphological and Thermal Properties. Journal of Materials
Science. 2018, vol. 11, 1-20. ISSN 1996-1944

[56] BOURTOOM, Thawien and Manjeet S. CHINNAN. Preparation and properties of
rice starch-chitosan biodegradace film. LWT — Food Science and Technology. 2008,
vol. 41, 1633—1641 p. ISSN 0023-6438



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

72

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK

ATP

B.

BHA

BHT

DA

DNA

EO

HLB

KL

MC

MH

MK

mRNA

NOS

o/v

RNA

rRNA

ROS

Aminokyselina
Adenosintrifosfat

Bacillus

Butylhydroxyanisol
Butylhydroxytoluen

Stupen deacetylace
Deoxyribonukleové kyselina
Escherichia

Esencialni olej

Grampozitivni

Gramnegativni
Hydrofilné-lipofilni rovnovéaha
Kyselina laurova

Obsah vlhkosti
Mueller-Hinton

Mastna kyselina

Mediatorova ribonukleova kyselina
Molekulova hmotnost
Dusikovy radikal

Olej ve vode

Ribonukleova kyselina
Ribozomova ribonukleova kyselina
Kyslikovy radikal

Staphylococcus
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S Rozpustnost
tRNA  Transferova ribonukleova kyselina

V/O Voda v oleji
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