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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou piipravy a charakterizace filmi na bazi
pfirodnich polymeri, zeinu a chitosanu, s pfidavkem raznych typt aktivnich latek, resp.
jejich smési. Teoreticka Cast je zamétena na charakteristiku filmt na bazi proteind, na jejich
ptipravu a také na faktory, které ovliviiuji jejich vysledné vlastnosti. Posledni kapitola je
vénovana konkrétnim aktivnim latkam, které polymernim filmim zajistuji jejich
antimikrobidlni u¢innost.

Prakticka Cast se zabyva piipravou filml na bazi zeinu a kompozitnich zein/chitosanovych
filma s obsahem aktivnich slozek (monoacylglycerol kyseliny laurové, esencidlni oleje).
Krom¢ hodnoceni vzhledu a morfologie byly taktéZ studovany mechanické a povrchové
vlastnosti. V neposledni fad€ byl ovéfovan antimikrobidlni Gi€inek piipravenych filmi proti

vybranym druhtim mikroorganismi.

Kli¢ova slova: zein, chitosan, esencialni olej, monolaurin, mechanické vlastnosti, smacivost,

antimikrobialni aktivita.

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the preparation and characterization of films based on natural
polymers, zein and chitosan, with the addition of various types of active substances,
respectively mixtures thereof. The theoretical part is focused on the characteristics of
protein-based films, their preparation and also on the factors that affect their final properties.
The last chapter is devoted to specific active substances that provide antimicrobial activity

in polymer films.

The practical part deals with the preparation of zein-based films and composite zein/chitosan
films containing active ingredients (lauric acid monoacylglycerol, essential oils). As well as
to the evaluation of appearance and morphology, mechanical and surface properties were
also studied. In conclusion, antimicrobial effect of prepared films against selected species of

microorganisms was verified.

Keywords: zein, chitosan, essential oil, monolaurin, mechanical properties, wettability,

antimicrobial activity.
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UvVOD

Antimikrobidlni polymerni materidly na bazi proteini jsou v dneSni dobé predmétem
zvyseného zajmu z divodu vétsi poptavky spotiebiteltt po ekologickych a obnovitelnych
nahradéch syntetickych produktii. Vétsina téchto proteinti pochazi z riiznych zemédélskych

bilkovin rostlinného nebo zivoc¢isného pivodu.

Jednim ze zastupcii rostlinného proteinu je kukuficny zein, ktery je schopen tvofit
hydrofobni degradabilni filmy a i1 diky svému jedine¢nému slozeni aminokyselin vykazuje
fadu vyznamnych vlastnosti, oproti ostatnim proteinim. Zeinové filmy lze pfipravit pomoci
ruznych metod, jako naptiklad vytlacovanim, ¢i odlévanim z roztoku. Vysledné vlastnosti
téchto filmt jsou ovlivnény fadou faktord, z nichz Ize zminit iontovou silu, velikost ¢astic,
¢i teplotu suSeni a relativni vlhkost. Nezanedbatelny je také vliv pfidatnych latek, jako jsou
zmé¢kcovadla a sitovadla. Zesitované proteinové filmy jsou Casto stabilngjsi nez filmy na

bazi polysacharidii a maji také delsi zivotnost.

Zein sam o sob¢ nevykazuje Zadné antimikrobidlni u€inky, proto jsou za timto ucelem do
jeho matrice pfidavany rizné aktivni latky. Pikladem téchto antimikrobidlnich aditiv jsou
rizné esencidlni oleje, které piedstavuji také vyhodnou alternativu bézné pouzivanych
syntetickych latek. Velkou vyhodou vyuziti esencialnich oleju je jejich Siroka Skala uc¢inku
proti riznym druhiim mikroorganisma (bakterie, plisné€ i viry), kterd primarné zavisi na
obsahu Uuc¢innych latek, jako je thymol, karvakrol ¢i eugenol. Dal§im ptikladem
antimikrobialnich latek inkorporovanych do zeinovych filml jsou monoacylglyceroly a
prirodni chitosan, ziskavany z chitinu mofskych korysi, ktery je v soucasné dob¢ také velmi
popularni. Antimikrobidlni polymerni materidly na bazi zeinu nachéazeji své uplatnéni
v mnoha oblastech, jako je napfiklad farmaceuticky, textilni, potravinaisky ¢i kosmeticky

pramysl.

Cilem diplomové prace bylo vypracovat literarni reSerSi na dané téma a nasledné pfipravit
zeinové filmy s pfidavkem vybranych aktivnich latek. Pozornost byla kromé
antimikrobidlnich G¢inkli zaméfena na studium vyslednych strukturnich, mechanickych a

povrchovych vlastnosti piipravenych filma.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PROTEINOVE FILMY

Vyzkum a vyvoj filmi, které jsou vyrobeny z riznych zeméd¢€lskych bilkovin, byl provadén
v obdobi poslednich 20 let, nyni je ale pfedmétem zvySeného zajmu z divodui vétsi poptavky
po ekologickych a obnovitelnych nahraddch ropnych polymernich materialii a plasta.
Ptikladem téchto zdroji mlze byt napt. kasein, syrovatka, sdja, kukuficny zein a mnohé
dalsi [1]. Tyto materialy mohou fungovat jako nosi¢e rtznych ptisad, jako jsou
antimikrobialni latky, antioxidanty a nutraceutika. Zejména antimikrobidlni latky, které
vyznamné snizuji riziko rdstu patogend a to jak v potravinarském, ale i kosmetickém
pramyslu, jsou v poslednich letech rozsahle studovany. Casto pouzivanymi
antimikrobidlnimi latkami jsou organické kyseliny, chitosan, nisin a nebo také esencialni

oleje ziskané z riznych druht rostlin [2].

Proteiny vykazuji fadu vlastnosti, které je predurcuji jako vynikajici vychozi material pro
pfipravu filmt. Nabité, polarni i nepolarni aminokyseliny umisténé podél proteinového
fetézce predstavuji vyznamny chemicky potencidl a diky vyslednym interaktivnim sildm
vznikd kohezni proteinovd matrice filmu. Filmy jsou stabilizovany prostfednictvim
elektrostatickych interakci, vodikovych vazeb, kovalentnich vazeb, Van der Waalsovych sil
a disulfidickych mustkd. Filmotvorné vlastnosti jsou nejlépe prokazatelné v emulznich
systémech, ve kterych amfipatické proteiny vytvareji filmy na rozhrani voda-vzduch nebo
voda-olej. Vyhodou proteintl je pfitomnost ¢etnych aktivnich mist, které jsou dostupné pro
rizné chemické interakce a funkcionalizace. Chemické modifikace proteini mohou zlepsit
stabilitu filmu a vrstev. Zesitované proteinové filmy jsou Casto stabilnéjsi nez filmy na bazi
polysacharidii a maji také delSi Zivotnost. Filmy na bazi bilkovin jsou navic biologicky
odbouratelné a kompostovatelné. Béhem degrada¢niho procesu poskytuji zdroj dusiku, ktery

1ze vyuzit jako hnojivo [1].

1.1 Kilasifikace proteinovych filmi

Proteinové filmy mohou byt vyrobeny z proteinti jak Zivo¢iSného, tak rostlinného piivodu a
pfipravuji se zroztokd obsahujicich tfi hlavni slozky: bilkovina, zmékéovadlo a
rozpou$tédlo. Vlastnosti findlniho filmu jsou ovlivnény sloZenim aminokyselin,
krystalinitou (proteinu i zmékcovadla), hydrofobicitou/hydrofilitou, povrchovym nabojem a
velikosti molekul. Mezi vngjsi faktory, které ovlivituji vysledny film, pak patii teplota
zpracovani, podminky susSeni, pH, iontova sila, relativni vlhkost béhem zpracovani a

skladovani, smykové napéti a tlak [1].
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1.1.1  Zivoti§né proteiny
Kasein

Kasein je hlavni zastupce mlécnych bilkovin a obsahuje ¢tyfi hlavni podjednotky: k-kasein,
B-kasein, asl-kasein a as2-kasein. Kaseinové filmy lze snadno tvofit z vodnych roztoka
z diivodu silné koheze mezi fetézci a velkym mnozstvim mezimolekuldrnich vodikovych,
hydrofobnich a elektrostatickych vazeb. Kasein vykazuje vysokou tepelnou stabilitu, neni
vhodnym materidlem pro ptipravu biologicky rozlozitelnych filma. Navic je rozpustny ve
vod¢, ma emulgacéni vlastnosti a je snadno dostupny [3]. I pfes tyto vyhodné vlastnosti maji
filmy z kaseinu urcité nedostatky, které¢ Ize odstranit modifikaci polymerni matrice. VétSina
filmi na bazi kaseinu jsou sice rozpustné ve vodég, ale jsou také citlivé na vlhkost, cozZ je
podstatné pii procesu suSeni, kdy maji tendenci se smrst'ovat a kichnout. Proto se ke zvySeni
jejich teploty skelného piechodu. Dulezita je vSak také koncentrace zmékcovadla, vyssi

koncentrace zmekcovadla totiZ piisobi negativné na tahové a mechanické vlastnosti [4].
Syrovdtka

Dalsim zastupcem mléénych proteintl je syrovatka, kterd je vedlejsSim produktem procesu
vyroby syra a syrovatkové proteiny jsou definovany jako ty, které zlistavaji v mlécném séru
po vysrazeni kaseinl pii pH 4,6 a teploté 20 °C. Sklada se z n¢kolika jednotlivych proteint,
pfi¢emZ hlavnimi proteiny jsou beta-laktoglobulin, alfa-laktalbumin, bovinni (téz hovézi)

sérovy albumin a imunoglobuliny [1].

Filmy na bazi syrovatky lze ziskat bud’ ze syrovatkovych proteinovych koncentratli, nebo z
1zolatl. Obsah bilkovin v téchto dvou materidlech je odlisny, v koncentratu je to minimalné
90 % bilkovin, zatimco v izolatu 50-80 %, a oba jsou bohaté na aminokyseliny obsahujici
siru [3]. Konformaci syrovéatkovych proteint ovliviiuje n€kolik faktorti, napt. hustota ndboje
nebo hydrofilné-hydrofobni rovnovaha, které nakonec urcuji fyzické a mechanické
vlastnosti filmu. Tvorba syrovatkovych filmi je zaloZena na tepelné denaturaci proteinti ve
vodnych roztocich, pii absenci tepelného zpracovani by se takové filmy pii suSeni snadno
rozpadly, kvli slabym intermolekularnim interakcim. Zahtivani modifikuje trojrozmérnou
strukturu proteinti prostiednictvim vnitinich sulfidovych vazeb a hydrofobnich skupin.
Proteinové filmy jsou nakonec ziskany z gelii syrovatkovych proteinii prostfednictvim

dehydratace za tepla, nebo za studena [5]. Ke zlepSeni vlastnosti se vyuziva nékterych
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fyzikélnich a chemickych metod, napt. UV zafeni, alkalizace nebo pouziti ultrazvuku.
Napriklad aplikace vysoké davky UV zafeni na filmotvorny roztok vyznamné zlepsuje

vetsinu mechanickych vlastnosti filmu [3].

1.1.2 Rostlinné proteiny
Psenice

PSenicné proteiny Ize klasifikovat podle jejich rozpustnosti na albuminy (rozpustné ve vode¢),
globuliny (rozpustné ve zfedénych solnych roztocich), gliadiny (rozpustné v 70-90%
ethanolu) a gluteniny (nerozpustné ve vSech zminénych roztocich). Glutenin a gliadin jsou
hlavnimi bilkovinami v pSeni¢né mouce a tvoii 47 % celkového obsahu bilkovin. Gliadin je
peptid s jednim fetézcem obsahujici intramolekuldrni disulfidové vazby, které jsou dualezité
pii samotné tvorbé filmu a zavisi na nich mechanické vlastnosti filmi, jako je pevnost a
pruznost. Glutenin je smés proteini a ma distribuci molekulové hmotnosti mezi 100 az
1000 kDa (gliadin cca 40 kDa) v zavislosti na poctu intermolekularnich disulfidovych
vazeb. Pevnost a pruznost filmu lze ovlivnit pfidavkem oxidacnich Ccinidel, jako je
bromi¢nan draselny, jodi¢nan draselny nebo kyselina askorbova. V pSeni¢nych proteinech
mohou byt také piitomny nizkomolekuldrni slouceniny obsahujici thiol, jako je
napt. glutathion. Tyto thiolové slouceniny reaguji s disulfidovymi vazbami uvnitt a mezi
molekulami lepku, §t&pi je a tim snizuji pevnost pSeni¢ného filmu. ReSenim miize byt
pridavek oxidacnich C¢inidel, které mohou selektivné reagovat s malymi thiolovymi

molekulami a nasledné tak zvySovat pevnost a pruznost filmu [1].

Filmy na bazi pSeni¢nych proteind se obvykle ziskavaji dvéma zplsoby, prvnim z nich je
odlévani, které se provadi v tenké vrstvé a druhym je vateni proteinovych roztoki, kdy se
po vyvareni sbiraji filmy vytvofené na povrchu roztoki. Filmy pfipravené prvnim zplisobem
maji lepsi vlastnosti pii protazeni, zatimco filmy pfipravené vafenim vykazuji vyssi odolnost
proti prasknuti, coZ naznacuje, Ze vyrobni proces ovliviiuje sitovou strukturu proteint.
Nejbeznéji pouzivanym rozpoustédlem je vodny ethanol a homogenitu filmi Ize regulovat
upravou alkalickych nebo kyselych podminek v roztoku. V tomto ptipad¢ je pevnost v tahu
filmt vyrobenych z alkalickych roztokt vyznamné vy$s$i nez pevnost filmi vyrobenych
z kyselych roztoktli. Pozitivni vliv na jednotnou dispergaci proteinu, a tedy i mechanické

vlastnosti vyslednych filmi, ma také zahiivani a mechanické michani [3].
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Sdoja

Sojovy protein se sklada ze smési globularnich proteint a ptiblizné 90 % téchto proteind se
déli na rizné frakce na zdklad€ molekulové hmotnosti a sedimenta¢niho koeficientu. Dva
hlavni zéastupci globularnich proteint jsou beta-konglycinin a glycinin. Pisobenim tepla a
vyssiho pH muze dochézet k denaturaci sdjovych proteintl, coz nasledné ovlivni tvorbu
filmu. Stabilita sdjovych proteind zavisi na pH a iontové sile, je tak zndmo, Ze

beta-konglycinin je méné tepeln¢ stabilni nez glycinin [1].

So6joveé proteiny se skladdaji z polarnich i1 nepoldrnich postrannich fetézcl. Silné poléarni
interakce mezi postrannimi fetézci molekul omezuji rotaci segmentii a molekularni mobilitu,
coz zvySuje tuhost a pevnost vyslednych filmii. Vyroba filmt se provadi dvoustupiiovym
procesem, ktery zahrnuje zahfivani filmotvornych roztokil (naruseni proteinové struktury),
nasledné Stépeni nativnich disulfidovych vazeb a vystaveni sulfhydrylovych a hydrofobnich
skupin, a kone¢nou tvorbu novych disulfidovych, hydrofobnich a vodikovych vazeb. Filmy
na bazi s6jovych proteinti vykazuji z divodu vyssi hydrofility horsi bariérové vlastnosti proti
vlhkosti . Jednou z moznosti, jak eliminovat tuto nevyhodu, je inkorporace hydrofobnich
slou€enin, naptiklad lipidd, do filmotvorného roztoku [6].

Pti vyrobé s¢jovych filmt se vyuzivaji 1 dal$i ptidatné latky, které ovliviuji vysledné
vlastnosti. Naptiklad ptidani dodecylsulfatu sodn¢ho (SDS) podstatné zvySuje roztaznost
filmt a taktéz souCasné zlepSuje bariéru proti vlhkosti. Pfidanim karboxymethylcelulozy
(CMC) se zase vyznamne¢ zlepSuji bariérové vlastnosti a pfiddnim cysteinu se zvySuje pocet
disulfidovych vazeb, ¢imz se film stava pevnéjSim. Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti

sojovych filmu se také vyuziva metod ozafovani, nebo vytvrzovani teplem [3].
Zein

Zein, ktery je ziskavan jako vedlejsi produkt pii zpracovani kukufice, tvofi asi 45-50 %
kukufi¢nych proteind. Byl poprvé objeven v roce 1821 v produktu zea, jinak znamého jako
»indicka kukufice* a byl klasifikovan do skupiny prolamina extrahovatelnych ve vodném
alkoholu, jako je napfiklad ethanol. Vzhledem ktomu, Ze vyroba zeinu byla
komercializovana jiz v roce 1939, je pro tuto latku znama cela fada uplatnéni v pramyslu.
Zein je protein, ktery se nachazi pouze v kukufici, existuji vSak také proteiny, které maji
podobné vlastnosti. Ostatni obiloviny, jako je pSenice, je¢men, nebo Zito obsahuji prolaminy
s podobné charakteristickymi vlastnostmi a kazdy extrahovany prolaminovy protein z téchto

obilovin ma svlij primyslovy vyznam. Zein je vSak upfednostiiovan z divodu vysSich
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vytézkl a velkému objemu dostupnych vedlejsich kukufi¢nych produktti pro zpracovani
[31[7].

Na zéklad€ rozpustnosti Ize zein rozd¢lit do ¢ty tfid na a-zein, B-zein, d-zein a y-zein,
z nichz nejdulezitéjsi jsou a-zein a B-zein. a-zein je rozpustny v 95% ethanolu a tvofi
ptiblizné 80 % celkovych prolamint pfitomnych v kukufici, zatimco B-zein je rozpustny v

60% ethanolu a ve vys$si koncentraci ethanolu uz se nerozpousti [ 1][8].

Tab. 1 Aminokyselinové slozeni zeinu (g AMK/100 g zeinu) [9]

Trida Aminokyselina Nativni zein Komer¢ni zein
Glycin 0 0,7
Alanin 10,52 8,3
Valin 3,98 3,1
Nepoldni Leucin 21,1 19,3
Isoleucin 5 6,2
Phenylalanin 7,3 6,8
Tryptophan 0,16 -
Prolin 10,53 9,0
Serin 7,05 5,7
Threonin 3,45 2,7
Polarni Tyrosin 5,25 5,1
Methionin 2,41 2,0
Cystein 0,83 0,8
Lysin 0 -
Bazické Arginin 4,71 1,8
Histidin 1,32 1,1
Kyselé Kyselina aspartova 4,61 -
Kyselina glutamova 26,9 1,5

Zein obsahuje vysoké procento nepolarnich aminokyselin a nizky podil bazickych a
kyselych aminokyselin (Tab. 1). Tfi primarni aminokyseliny v kukufi¢éném proteinu jsou
glutamin (21-26 %), leucin (20 %) a prolin (10 %). Zjevny rozdil mezi zeinem a jinymi
proteiny je ten, Ze témeéf upln¢ postrada lysin a tryptofan a obsahuje né€kolik zbytkl argininu

a histidinu. V dusledku tohoto jedinecného slozeni aminokyselin je zein nerozpustny ve
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vodé, coz je vlastnost, ktera ovliviiuje bariérové vlastnosti filmi vytvorenych na jeho bazi.
Rozpustny je hlavné v acetonu, kyselin¢ octové, ve vodnych alkoholech a vodnych

alkalickych roztocich [1][8].

v

Pro piipravu filmti na bazi zeinu lze vyuzit vice druht metod, avSak nejcastéjsi je vyuziti
rozpoustédel na bazi polyoli nebo mastnych kyselin. Nejprve je vybrano vhodné
rozpoustédlo pro rozpusténi zeinu, zmékcovadlo a nékterd dalsi ¢inidla. Poté je homogenni
roztok odlit na povrch, ktery by mél byt rovny a nelepivy. Po vysuSeni se pak film z povrchu
voln¢ odloupne. Zeinové filmy lze také ptipravit kombinaci mokrého a suchého procesu,

napiiklad natazenim nebo extruzi [3].
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2 PRIPRAVA FILMU/VRSTEV

Filmy, resp. tenké vrstvy mohou byt pfipravovany nékolika riiznymi zptsoby v zavislosti na
vychozim materidlu. Vybér metody ovliviiuje vlastnosti vysledného filmu. Mezi nejznamé;jsi
a také nejCastéji pouzivané metody patii odlévani z roztoku, vytlaCovani nebo také

zvlaknovani [1].

2.1 Odlévani z roztoku

Metoda odlévani, respektive odlévani z rozpoustédla, je nejbéznéji pouzivanou technikou
pro tvorbu filmu v laboratornich podminkéach. Tato metoda zahrnuje tfi zakladni kroky:
solubilizace polymeru ve vhodném rozpoustédle, odlévani roztoku do formy a nakonec

suSeni odlévaného roztoku (Obr. 1) [10].

V prvni fad¢ je vybran vhodny polymer, nebo smés, ktera bude tvorit zakladni matrici
polymerniho filmu. V prvnim kroku, tzv. solubilizaci, je vybrany polymer rozpustén nebo
dispergovan ve vhodném rozpoustédle [10]. Napiiklad filmy z izolatu s6jového proteinu,
syrovatkového proteinu nebo z proteini vajecného bilku jsou obvykle odlévany z vodnych
roztokll. Jiné proteiny, které maji vysSsi obsah nepoldrnich aminokyselin, jako je zein a
pSenicny lepek, se odlévaji z roztokil na bazi vodného ethanolu. Pro vyrobu zeinovych filmu
lze vyuZit rovnéz jind organickd rozpoustédla, jako je aceton, methanol nebo
izopropylalkohol. Dal§im dulezitym parametrem pii pfipravé filmotvornych roztoki je
uprava pH tak, aby hodnota byla mimo izoelektricky bod proteinu, za ucelem prevence
srazeni proteinu. Napfiiklad filmy z pSeni¢ného lepku, ktery ma izoelektricky bod 7,5, se

odlévaji z filmotvornych roztoki o pH 9 az 11, nebo 2 az 6 [11].

Pro odlévani filml z rozpoustédla existuji rizné typy zafizeni, od jednoduchych odlévacich
desek az po pokrocilejsi davkovaci a kontinudlni laboratorni potahovace. Pro pfipravu
v laboratornich podminkach je nejméné¢ ndkladné ru¢ni roztirani roztoki do rovnych Petriho
misek a poté suseni pfi kontrolované relativni vlhkosti. Pouzitim sofistikovanéj$iho zatizeni
se mohou vyrabét vétsi proteinové filmy mechanickym rozprostfenim roztoku na pevnou

plochu [1].

Béhem suseni dochézi k tvorbé hydrofobnich, vodikovych a iontovych vazeb, ptipadné
intra- a intermolekuldrnich disulfidovych vazeb (v pifipadé¢ tvorby filma z proteint
obsahujicich siru). To vede k vytvofeni proteinové sité, kterd funguje jako matrice pro

zapouzdieni dalSich slozek filmu, jako jsou naptiklad zmékcovadla. NejdulezitéjSimi
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parametry pfi tvorbé filmi suSenim jsou teplota a relativni vlhkost, které ovliviuji rychlost
tvorby filmu, a také vyslednou strukturu a vlastnosti. Obecné plati, Ze odlévani filmi pomoci
rychleschnoucich metod vede k negativnimu dopadu na fyzikalni, mechanické a strukturni
vlastnosti. Filmy Ize suSit horkym vzduchem, pomoci infracerveného zaieni nebo

mikrovinnych vin [6][10][11].

Ptipraveny film by mél byt homogenni a bez zndmek mechanického poskozeni.
tepelna stabilita, mechanickd pevnost, propustnost pro kyslik a vodni pary, a také biologické
vlastnosti. Hlavni vyhodou odlévaci metody jsou nizké néklady a snadna proveditelnost bez
nutnosti pouziti specializovaného pfistroje. Metoda odlévani, kterou fadime do tzv. mokrych
metod, vede k lepsi interakci spojeni ¢astice-Castice, diky ¢emuz je obal ¢astic homogenni a
bez vétsich defektti. Vyhodou je také vyuziti nizsi teploty béhem zpracovani, protoze vétSinu
potravinatfskych materiali nelze formovat pti vyssich teplotich bez vyvolani nevratné
strukturalni zmény. Naopak mezi nevyhody této techniky patii omezeni moznosti vybéru
forem, do kterych se roztoky mohou odlévat a také moZznost zachyceni toxického
rozpoustédla uvniti polymeru. Dal§im negativnim aspektem, ktery se projevuje zejména pii
komeréni vyrobé, mize byt delsi doba suseni, navic rizné podminky odpatovani mohou vést

k tvorb¢ filmu s rozdilnymi vlastnosti [10].

ODLEVANI ODPAROVANI OI_;SI'RAN_EM
ROZPOUSTEDLA VYSLEDNEHO
A SUSENI FILMU

e =

Obr. 1 Priprava filmii odlévanim z rozpoustédla pri laboratornich podminkach [10]

2.2 Vytlacovani

Alternativou k metod¢ odlévani z roztoku je extruze, neboli vytlacovani (Obr. 2). Jednd se o
pomérmné rychlou a energeticky nendro¢nou metodu, ktera je vyuZivdna ve vétSich
provozech, kde je zajiSténo snizeni ndklada na pfipravu biopolymernich filmt na uroven

produktii vyrobenych ze syntetickych polymert [1].
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Béhem procesu vytlacovani je material nejdiive piivadén do extrudéru, kde probiha hnéteni
a ohtev, dale nasleduje vystup produktu ze stroje. Jelikoz se pfi této technice pouziva
minimalni mnoZzstvi vody, piipadné dalSich rozpoustédel, je nazyvana jako ,,suchy proces*.
Pro zvysSeni flexibility filmu je vSak nutny piidavek zmékcovadel. Obvykle se ptridava
polyethylenglykol nebo sorbitol v mnozstvi 10 az 60 hmotnostnich %. Kdyz smés ptejde do
hnétaci zony, zvysi se teplota a hustota celé smési. Dilezitymi parametry pii tvorb¢ filmi
touto metodou je mechanickd a tepelnd energie. DalSimi vyznamnymi faktory, které
ovliviiuji homogenitu filmu, smykovou rychlost a dal$i vlastnosti vysledného produktu, jsou

rychlost otacek $neku (otacky/min) pii vytlacovani, teplota valce a tlak [10].

Mezi hlavni vyhody metody vytlacovani filmu oproti odlévani z roztoku patii kratsi doba
zpracovani, nizkd spotieba energie a také lepSi mechanické a optické vlastnosti, jako je
prodlouzeni a vys$i prihlednost vysledného filmu. Dalsi vyhodou je také snadnéjsi
manipulace s polymery s vysokou viskozitou, absence rozpoustédel a variabilita
zpracovatelskych podminek (teplota 70-500 °C, tlak 0-500 barti). Vyhodou je také
snadnéjsi kontrola pribchu procesu a moznost ovlivnit stupent michani. Pti vytlacovani lze
vyuzit 1 formy, které jsou v mokrém procesu technologicky nedostupné. Nevyhodou této
techniky je omezeni pro pouziti surovin odolnych viic¢i zpracovatelské teploté a také vyssi

pocate¢ni néklady na specializované vybaveni a na drzbu [10].

NASYPKA

VYSLEDNY
FORMA FILM

EXTRUDER

POHON

Obr. 2 Schéma technologie vytlacovani filmii [10]

2.3 Zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani patfi mezi pomérn¢ jednoduché a univerzalni techniky, které

umoziuji vyrobu vldken o priméru nékolika desitek nanometri az mikrometri,
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z polymernich roztoki nebo polymernich tavenin pomoci elektricky vynuceného proudu
kapaliny. Béhem elektrostatického zvlakiniovani je na polymerni kapalinu (roztok nebo
tavenina) aplikovano elektrické pole vysokého napéti. Odpuzovani mezi naboji na povrchu
kapky na kapilarnim hrotu soutézi s povrchovym napétim, které ma naopak tendenci kapku
stabilizovat. Jakmile je dosazeno kritického stavu, kdy dominuje odpuzovani povrchového
naboje, hemisféricky povrch kapaliny na Spicce se prodluzuje a vytvaii se kuzelovity tvar
znamy jako Taylortiv kuzel. Pfed dosazenim do kolektoru se nabity polymerni roztok odpafi,

nebo ztuhne a shromazd’'uje se ve formé jemnych vldken na opacné nabitém uzemnéném

kolektoru (Obr. 3) [12].

Folymerni roztok

stk ovénd

—_—

Koleldor

\

Tayloriiv kuZel
Zdroj Didvkovac zafizend ——

wysokeho
napeéti

Obr. 3 Schéma principu elektrostatického zvlaknovani [13]

Zatizeni pro proces elektrostatického zvladknovani je jednoduché a obsahuje pouze tii hlavni
¢asti: napdjeci zdroj vysokého napéti, zasobnik polymerniho roztoku (napf. injekéni
stiikacku s jehlou o malém primeéru) vybaveny Cerpadlem pro fizeni pritoku a kovoveé
sbérné sito. Polymerni roztok je udrZzovéan v zasobniku a je pfipojen k napdjecimu zdroji, aby
se vytvofil nabity proud polymeru. Plnéni polymerniho roztoku Ize provadét bud’ injekéni
sttikackou s kovovou jehlou, nebo kapilarou s kovovym hrotem ponofeném v polymernim
roztoku. Pokud neni stfikacka umisténa vodorovné, miize byt tok polymeru pohanén
gravitaci. Sito pro shromazd’ovéani vldken je vodivé a mize byt bud’ ve formé stacionarni
desky, nebo rotujici ploSiny ¢i substratu [14].

V dtsledku rostouciho zajmu o tuto technologii mnoho vyzkumnych skupin vyvinulo

vvvvvv

nanovldkenné struktury. Naptiklad lze vyuzit vicendsobnych trysek pro vyrobu materialu,
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skladajiciho se z vice vrstev, pticemz kazda vrstva je ziskana z jiného typu polymeru nebo

z kombinace riznych druhti polymert [14].

Proces elektrického zvlakiovani ovliviuji tii hlavni faktory, a to jsou parametry roztoku,
podminky procesu a okolni prostfedi. Tyto faktory hraji velkou roli pii ur€ovani pozadované
kvality vyrabéného vldkna. Pro mnoho aplikaci jsou nejvyhodnégjsi vladkna s primérem
v rozsahu 10-1000 nm a morfologii hladkého povrchu [14]. Dale by mélo byt pro rozpusténi
polymeru zvoleno vhodné rozpoustédlo tak, aby se neodparovalo pfilis rychle, aby vlakno
neztuhlo dfive nez dosdhne pozadovanych rozméri. Napajeni by mélo byt pifimérené
k ptekonani viskozity a povrchového napéti polymerniho roztoku a mezera mezi pipetou a
uzemnénym kolektorem by neméla byt pfili§ mala na to, aby se vytvoftily jiskry mezi
elektrodami. Zaroven by ale méla by byt dostate¢né velkd na to, aby se rozpoustédlo odpatilo

vc€as a vlakna se mohla bez problému spravné formovat [15].
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3 FAKTORY OVLIVNUJICI VLASTNOSTI FILMU

3.1 Vliv pridatnych latek

Pti piipraveé proteinovych filma lze vyuzit rizné piidatné latky k ovlivnéni celé tady
vlastnosti vysledného produktu. Naprosto nezbytné je naptiklad pouziti zmékcovadel, dale

se mohou piidavat rizna sitovadla, antimikrobni latky a dalsi.

3.1.1 Zmékcéovadla

Zm¢ékcovadla neboli plastifikatory, jsou slou¢eniny s malou molekulovou hmotnosti, které
lze ptidat do filmu ke zlepSeni mechanickych vlastnosti a celkové pruznosti polymerni
matrice. Filmy na bazi proteind jsou bez pouziti zmékcovadel velmi pevné, ale zaroveii

kiehké, coz zadsadné omezuje jejich dalsi aplikace [1].

Obecné rozliSujeme dva typy plastifikace, a to vnitini a vnéj$i. Vnitini plastifikatory
chemicky modifikuji proteinovy fetézec pifiddnim substitu¢nich skupin pfipojenych
prostfednictvim kovalentnich vazeb. V pribéhu béznych reakci jako je acetylace, nebo
sukcinylace, vytvareji vnitini plastifikatory stérickou piekdzku mezi proteinovymi fetézci,
coz vede ke zvySeni volného objemu a zlepSeni flexibility. Vnéjsi plastifikatory napomahaji
solvataci proteinovych fetézcu, snizuji teplotu skelného prechodu a taktéZ zvySuji volny

objem [1].

Pii vybéru mezi rliznymi typy zméckcCovadel je tfeba vzit v uvahu nékolik faktorh.
Plastifikatory a proteinové materidly musi mit podobnou polaritu, aby byly kompatibilni,
nedostatecna dispergace zmekcovadla v proteinové matrici taktéZz negativné ovlivituje
vlastnosti filmu. Molekularni hmotnost, konfigurace a celkovy pocet funkénich skupin
zmé&kcovadla jsou dalsimi faktory, které ovliviiuji interakce mezi zmékcovadlem a

polymerem [6][16].

Mezi nejCastéji pouzivané plastifikdtory v proteinovych filmech patii mono-, di- a
oligosacharidy, polyoly (glycerol a jeho derivaty, polyethylenglykoly, sorbitol) a lipidy a
jejich derivaty (mastné kyseliny, monoglyceroly a jejich estery, fosfolipidy a dalsi
emulgatory). Viibec nejoblibenéjsim plastifikatorem je ale jiz vySe zminény glycerol, ktery
je dobfe misitelny s vétSinou proteinli. Voda samotna také snizuje teplotu skelného piechodu
proteinovych filmi, to znamend, Ze je taktéZz velmi u¢innym zmékcovadlem a Casto se

pouziva praveé v kombinaci s glycerolem [6][11][16].
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Nevyhodou pouziti zmékéovadel je to, Ze snizuji bariérové vlastnosti filmtli , coz znamena,
ze se zvySuje propustnost filmu pro transport latek. Z tohoto divodu je dulezité¢ zvolit
spravnou koncentraci zmeékcCovadla, ktera sice =zajisti pozadované mechanické
charakteristiky, ale zdroven nebude mit zasadni negativni vliv na bariérové vlastnosti filmt

[16].

3.1.2 Sitovadla

Zesitovani je proces spojovani polymernich fetézci kovalentnimi nebo nekovalentnimi
vazbami, které vytvareji trojrozmérné sité. Jednd se o jednu z hlavnich modifika¢nich
technik polymerti a miize byt intra- nebo intermolekularni.. Zesitovani snizuje pohyblivost
polymerni struktury a obvykle zlepSuje jeji mechanické a bariérové vlastnosti i odolnost
proti vodé, ¢im se sniZuje jeji rozpustnost ve vodé. Kromé toho €ini strukturu odolné;jsi viici
teplu a svétlu, zlepSuje tvarovou stabilitu a chemickou odolnost a také odolnost vici
rozpoustédlim. Pouziti sitovadel vede také ke snizeni volného objemu, coz ma za nasledek
zvysSeni teploty skelného ptechodu. Sitovadla mohou také zpomalovat biodegradaci

proteinovych materialt [17].

Chemicka sit'ovaci Cinidla

obsahuji vice funk¢énich skupin. Nejbéznéj$im sitovacim ¢inidlem jsou symetrické bifunkéni
slouCeniny s reaktivnimi skupinami se specifitou pro funkéni skupiny pfitomné na
makromolekulach polymerni matrice. Aldehydy, zejména formaldehyd a glutaraldehyd, jsou
Siroce pouzivanymi sitovacimi €inidly, protoZe jsou relativn€ levné a v proteinech rychle
reaguji s volnymi neprotonovanymi g-aminoskupinami. Bylo prokazano, Ze hodnota pH je
klicovym faktorem pro zesitovani pomoci aldehydl, protoze urcuje stupenn protonace
e-aminoskupin. Glutaraldehyd i formaldehyd vSak souviseji s neptiznivymi G€inky na zdravi
a zivotni prostifedi, proto byly studovany alternativni aldehydy a dalsi typy sitovacich
¢inidel, které nepatii mezi potencidlné toxické latky. Jednim z nich je méné toxicky
cinnamaldehyd, ktery disponuje obdobnymi vlastnostmi ve srovnani s jinymi aldehydy a
jeho pfidanim se zvySuje jak pevnost v tahu, tak modul pruznosti. TaktéZ sniZuje
permeabilitu pro vodni pary, kyslik a oxid uhli¢ity a filmy si po pfidani cinnamaldehydu

zachovavaji svoji prihlednost [17].

Mezi dal$i netoxicka zesitovadla mizeme zatadit n¢kolik pfirodnich fenolickych sloucenin

odvozenych z rostlin, které¢ lze pouzit zejména pro proteiny obsahujici velké mnozstvi
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prolinu. Takto fungujici fenolické kyseliny zahrnuji kyselinu taninovou, kyselinu ferulovou,
nebo také kyselinu gallovou. Nevyhodou pouziti fenolickych slou¢enin ve filmech je zména
barvy. Ztmavnuti filmi s vyssi koncentraci fenolovych kyselin je pfipisovano tvorbé

chinonové slouceniny pii oxidaci fenolické struktury [17].

Dalsi latkou pouzivanou pii sitovani proteinovych filml je genipin, coz je pfirozené se
vyskytujici sitovadlo s nizkou toxicitou. Genipin je aglykonovy derivat z iridoidniho
glykosidu (geniposidu), ktery se vyskytuje v plodech tradicniho ¢inského bylinného 1éciva.
Jeho velkou nevyhodou je jeho tmavé modra barva, coZz mize byt pro nckteré aplikace
nepiijatelné. Genipin kovalentné vaze primdrni aminoskupiny proteinii prostiednictvim

nukleofilni substituéni reakce, ktera je zavisla na pH [17].
Enzymaticka zesit ovaci Cinidla

Proteinové filmy mohou byt zesitovany také pomoci enzymd, které jsou oproti chemickym
zesitovacim ¢inidlim Setrnéj$i, jelikoz jsou netoxické a nedochazi ke vzniku toxickych
zbytkd. Mezi tyto enzymy miizeme zaradit transglutamindzu, lipoxygenazu, lysyloxidazu,
polyfenoloxiddzu a peroxidazu. Transglutaminidza je vSak druh enzymu, ktery miZe
katalyzovat kovalentni sitovaci reakce mezi proteiny za vzniku biopolymert s vysokou

molekulovou hmotnosti [6][18].

Transglutaminazy jsou potravinaiské enzymy, které vyuzivaji mechanismus acyltransferazy
k navdzani y-karboxyamidu (donoru acylu) glutaminového zbytku na y-amin (akceptor
acylu) lysinovych zbytkd podél proteinovych fetézcli. Transglutamindzy jsou rozsifeny
v pfirod¢ a nachazi se v mnoha bezobratlych ZivociSich, v tkdnich savcii a v mikrobidlnich
buiikach. Nejcastéji se pouZivaji tranglutaminazy izolované z mikrobidlnich zdrojd,
napt. ze Streptomyces platensis ¢1 Corynebacterium ammoniagenes, z divodu nizsi ceny.
Mechanismus zesitovaci reakce je velmi podobny tém, které probihaji se sitovadly
ziskavanych z nemikrobialnich zdroji. Mohou byt pouzity jak v homogennich proteinovych
systémech, tak ve smésich proteinll. V takto zesitovanych filmech dochazi ke zlepSeni
mechanickych 1 bariérovych vlastnosti. Nevyhodou vSak zistava fakt, ze enzymatické

vewr

vySe zminénych chemickych zesitovadel [18].
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3.2 lontova sila

Vlastnosti filmi na bazi proteini mohou byt ovlivnény rozpustnosti proteinu v daném
systému rozpoustédel. Naptiklad zvySeni rozpustnosti proteinu ve vod¢é miize zlepsit vzhled
a zvysit elasticitu proteinovych filmt. Podobn¢ je mozné zlepsit bariérové vlastnosti proti
vlhkosti filmil naopak snizenim rozpustnosti proteinu ve vodé. Zména iontové sily roztoku,
ze kterého se film piipravuje, predstavuje jeden z mnoha zptsobt, jak ovlivnit rozpustnost
konecného produktu. Ve studii Qi et al. (2006) byla analyzovéana rozpustnost vybranych typt
kaseinu pomoci raznych koncentraci soli (NaCl). Konkrétné byl studovan vysrazeny kasein
pomoci CO; a kaseinat vapenaty. Vysledky ukazaly, Ze rozpustnost vysrazeného kaseinu
vyznamné vzrostla se zvysujici se koncentraci soli, oproti tomu rozpustnost kaseinatu
vapenatého se v podstaté nezménila. Na zakladé méteni pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM) bylo pozorovano, ze se agregaty vysrazené¢ho kaseinu rozpadly na mensi
Castice v zavislosti na zvySeni koncentrace soli. To naznacuje, ze elektrostatické interakce
mezi kaseiny zplisobené zpracovanim pomoci CO2 mohou byt hlavnim diivodem pro tvorbu

téchto agregati [1].

3.3 Velikost ¢astic

Vysledné vlastnosti filmu mohou také ovlivnit zmény velikosti ¢astic obsazené bud’
v proteinové matrici, nebo v piisadach filmotvorné disperze. Nerozpustné castice ulozené v
matrici filmu mohou ovlivnit hlavné bariérové vlastnosti, protoze propustnost je ovlivnéna
prave rozpustnosti difundujici slouc¢eniny ve filmu a taktéz difuznim koeficientem. Zména
dréhy pohybu molekuly plynu, kterd difunduje filmem, miize zménit rychlost difuze.
Nerozpustné ¢astice v polymerni matrici tedy vytvareji prekdzku pro migrujici molekuly.
ZmenSenim castic lze vytvofit vice zakfivenou difuzni drahu, ¢imZz se prodlouzi doba

migrace a zlepsi se tak bariérové vlastnosti filmu [1].

3.4 Koncentrace

Proteinové filmy tvofii slozité komplexni struktury a interakce protein-protein v agregatech
mohou mit odlisnou povahu, coz mize vést k riznym stupfiim soudrznosti. To nasledné
ovlivituje mobilitu proteinti a jejich schopnost vytvaret filmy. Koncentrace filmotvornych
roztokli ovlivituje adhezi polymerti a rychlost tvorby matrice pfi piipravé filmu. Je tfeba
nalézt optimalni koncentraci, ktera umozni dosazeni stiedni viskozity a zajiSténi co nejvyssi

soudrznosti. Optimalni koncentrace kazdého proteinového filmu je ale jina. Naptiklad
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vyroba filma s izoldtem syrovatkové bilkoviny vyzaduje relativné vysokou koncentraci
bilkovin (az 8 %) ve filmotvorném roztoku, aby doslo k tvorb¢ disulfidového muistku. Oproti
tomu pii vyrobé¢ filmid zrybich bilkovin vznikaji siln€j$i filmy uz pii nizsi

koncentraci (1,5-2 %) [6].

3.5 Hodnota pH

Hodnota pH hraje diilezitou roli v proteinovych filmech pfipravenych z materiala ve vodé
rozpustnych, jako je napft. izolat s6jového nebo syrovatkového proteinu, protoze rozpustnost
téchto proteini zdvisi na jejich izoelektrickém bodé. Béhem rozpousténi
makromolekularnich latek jsou kohezni sily mezi rozpuSténymi makromolekulami
neutralizovany nenabitymi molekulami rozpoustédla. V pribéhu reakce, kdy se funkéni
skupiny na linedrnim polymeru b&hem rozpousSténi ionizuji dochdzi ke vzijemnému
odpuzovani naboji, a tim k expanzi polymerniho fetézce. Cim vétsi je stupefi rozpousténi a
naboj na fetézci, tim vétsi je stupen ,,rozbaleni® polymerniho fetézce. Interakce mezi
nabitymi molekulami polymeru a molekulami polarniho rozpoustédla se zvySuje se
zvySujicim se nabojem v fetézci. Maximalni rozpustnosti proteinu lze dosdhnout pii hodnoté
pH mimo jeho izoelektricky bod. Aby se v§ak mohl ptipravit film pfi extrémnim pH, je tfeba

brat v ivahu také senzorické vlastnosti filmu [6].

3.6 Teplota suseni

Filmy na bazi proteinil se Casto ziskavaji metodou odlévani. Tento proces zahrnuje suSeni
komplexniho koloidniho roztoku pfipraveného z proteinu, rozpoustédla a dalSich latek, ktery
byl predtim nalit do vhodné formy. Uginek specifické teploty suseni zavisi na rtiznych
charakteristikdch suroviny, jako je vyskyt jiz existujici gelové faze, nebo vyskyt tepelné
gelace béhem suseni. Dale mohou nastat rizné jevy, jako je pfechod z kaucukovité faze do
skelné¢ faze, fdzova separace nebo krystalizace. Interakce mezi fyzikalné-chemickou

povahou biopolymerti a podminkami suSeni je velmi dilezité [6].

Teplota je pro proteiny hlavnim denaturacnim faktorem a dokonce i tepelna stabilita a
konformace proteinu zavisi na slozeni aminokyselin. Béhem procesu suseni, kdy dochazi
k postupnému odparovani vody, se konformace proteinti méni. Stupeni rozbaleni proteinu
dale urcuje typ a podil kovalentnich nebo nekovalentnich interakci ptfitomnych mezi
proteinovymi fetézci. Je obecné znamo, Ze kdyz jsou proteiny denaturovany, mohou

prostfednictvim disulfidovych vazeb fetézce interagovat silnéji a snadnéji. Vysoka teplota,
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kolem 70-100 °C, ovliviiuje tvorbu tuhych struktur v proteinovych roztocich pravé
z divodu denaturace proteini. Nadmérné teplo nebo nadmérnd rychlost odpatfovani
rozpoustédla béhem procestt miize vést k tvorbé nesoudrznych filmi. Ve vodé rozpustné
proteiny potiebuji pro tvorbu filmil vyssi teplotu a delsi dobu suseni, nez filmy z bilkovin
rozpustnych v alkoholu, jako je kukufi¢ny zein nebo pSenicny lepek, kterym staci kratsi doba

a nizsi teplota suSeni [6].

3.7 Relativni vlhkost

Interakce vody s proteinovymi filmy jsou povazovany za hlavni kritérium pro mozné
vysvétleni zmén fyzikalnich vlastnosti vyvolanych obsahem vlhkosti. Pti adsorpci vodnich
par béhem suseni materialti dochazi k navazani molekul vody na hlavni fetézce peptidové
skupiny a na specifickd hydrofilni mista, jako jsou karboxylové, amino a hydroxylové
zbytky. Pfi vysoké relativni vlhkosti dochazi k multimolekuldrni adsorpci botnanim a také
ke konformac¢nim zméndm v makromolekularni struktufe. Vlastnosti proteinovych filmi se
mohou ménit kvtli vnitini nestabilité pouzitych surovin. Migraci nizkomolekularnich latek
a jinych aditiv pouzitych ve formulaci filmu (napt. zmékcovadla), miZe dojit naptiklad k
pfesmyku polymernich fetézci. Lze ji tedy povaZovat za hlavni pfi€inu fyzikalni nestability

proteinovych filmi [6].

Vztah mezi rovnovaznou relativni vlhkosti a obsahem vody v polymernich filmech muize
byt hodnocen méfenim sorp€nich izoterm. Vliv relativni vlhkosti na mechanické vlastnosti
a permeabilitu proteinovych filmi, byl vysvétlen poklesem teploty skelného piechodu,

vyvolanym plastifika¢nimi jevy na proteinovych filmech [6].
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4 ANTIBAKTERIALNI FILMY

V uplynulych letech doSlo k vyraznému nartistu poptavky spotiebitelti po obalech, které
potravindm zaruci del$i Zivotnost a zaroven budou bezpecné, netoxické a vyrobené
z ekologickych materidlii, které neskodi zivotnimu prostfedi. Vyzkum téchto systémi je
velmi aktudlni jak ve farmaceutické oblasti, konkrétn€ pii vyrob¢ nekterych druhii 1€k, tak

v potravinaiském primyslu [19][20].

Tzv. aktivni obal (z angl. ,active packaging®) je komplexni systém, ktery umoznuje
vzajemnou interakci mezi obalem, produktem a prostiedim. Tyto materidly vykazuji
chemické, fyzikalni a biologické aktivity, které mohou ménit podminky balenych produktt
a pomahaji prodluZovat trvanlivost vyrobku. Aktivni obal je zaroveil schopny zlepsit
mikrobiologickou bezpecnost a senzorické vlastnosti pii zachovani kvality produktu [21].
Aktivni obal, nebo film Ize vyuzit k odstranéni nezadoucich sloucenin, ke zméné
propustnosti filmu pro plyny a zejména k prevenci mikrobidlniho ristu zaclenénim
antimikrobidlnich latek do jeho matrice [19]. Jelikoz je proteinové struktura vétSinou
hydrofilni povahy, umoznuje fizené uvoltiovani aditivnich a bioaktivnich sloucenin.
Z tohoto divodu jsou filmy na bazi proteini jednim z nejslibnéjSich médii, které lze pouzit
v aplikacich aktivniho antimikrobialniho obalového systému [21].

Pii vybéru antimikrobidlni latky je tfeba vzit v Gvahu jeji G€innost proti cilovému
mikroorganismu a potencidlni interakce s filmotvornym biopolymerem a dalSimi
pfitomnymi sloZkami, které mohou ovlivnit rozsah antimikrobialniho u¢inku a také vysledné
vlastnosti filmu [19]. Mezi hlavni cile téchto latek patfi patogenni mikroorganismy
produkujici toxiny, mikroorganismy zpiisobujici infekce a také mikroorganismy, jejichz
metabolické produkty zapficiniuji nezddouci pachy, chuté, problémy s texturou a zabarvenim

produktu [20].

Antimikrobidlni latky mohou byt syntetické a ptirodni. Nejcastéji vyuzivanymi syntetickymi
konzervacnimi latkami v potravindiském, resp. kosmetickém primyslu jsou organické
kyseliny. Nékteré z nich, naptiklad kyselinu citronovou, jablecnou, benzoovou, sorbovou ¢i
mlécénou lze inkorporovat do filml a to bud’ neptimo, nebo ve formé soli. Spektrum jejich
antimikrobialniho plisobeni je velmi Siroké, a to z divodu poklesu pH substratu, nebo
rustového média v disledku zvySeni koncentrace protonu. To néasledné vede ke zméné
permeability bunécné membrany v disledku interakci mezi membranovymi proteiny a

fosfolipidy, coz ma vliv na jeji funkci. Kromé toho mohou nedisociované formy slabych
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organickych kyselin snadnéji pronikat do lipidové dvojvrstvy bunééné membrany

mikroorganismi a to nakonec vede k inaktivaci bun¢k [20].

Lze také vyuzivat ptirodni antimikrobialni latky, kter¢ 1ze klasifikovat, v zavislosti na jejich
puvodu, na rostlinné, zivoc¢isné, mikrobialni nebo anorganické. Rostlinnd antimikrobialni
¢inidla se pfirozené vyskytuji v riznych ¢astech rostlin, jako jsou stonky, ktira, kofeny, kvéty
a plody. Mezi takové slouceniny patii esencialni oleje, koteni a dalsi ptirodni extrakty. Do
skupiny latek Zivoc¢isného ptivodu mizeme zaradit enzymy, a také napiiklad polysacharid
chitosan, ktery je ziskdvan z exoskeletu motskych korysh. Jako dal$i antimikrobialni latky
se pro zabudovani do filmové matrice pouzivaji bakteriociny, jako je nisin a anorganické

latky zahrnujici oxidy titanu a zinku, ¢i stiibro ve formé nanocastic [20].

4.1 Esencialni oleje

Esencialni oleje (EO) jsou olejovité kapaliny ziskavané z riiznych ¢asti aromatickych rostlin,
napft. z listi, kvét, pupentl, semen ¢i kliry a pojmenovavaji se podle toho, z které rostliny
se extrahuji. EO mohou obsahovat az 60 druhll riznych slozek pii zcela odliSnych
koncentracich. Vyznacuji se v§ak dvéma, nebo tiemi hlavnimi, které tvoti az 70 % oleje ve
srovnani s ostatnimi slozkami, které jsou pfitomné ve stopovém mnozstvi. Skladaji se
z komplexni smési sloucenin, jako jsou alkoholy, ketony, kyseliny, aldehydy a estery,

vvvvvv

biologické vlastnosti a antimikrobidlni aktivitu [22][23][24].

EO jsou tekuté, tékavé, ziidka zbarvené kapaliny rozpustné v tucich a v organickych
rozpoustédlech a nerozpustné ve vode, které se vyznacuji velmi vyraznou viini. Tyto tékavé
kapaliny lze charakterizovat pomoci riiznych druhti fyzikéalné-separacnich metod jako je
tenkovrstvd chromatografie (TLC), vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) ¢i
plynova chromatografie (GC). Kromé toho je mozné vyuzit nékolika spektrofotometrickych
technik, jako je UV nebo IR spektroskopie, nebo také modernéjsi NMR ¢i Ramanovy
spektroskopie [25].

Ptevazna vétSina EO se vyrabi z rostlinného materidlu pomoci riiznych druhti destilace nebo
lisovanim za studena. Obecné je proces parni destilace nejrozsifencj$i metodou vyroby
éterickych oleji ve vétsim métitku. Metodou lisovani za studena se EO vyrabi ze slupek
citrusovych plodi, které se mechanicky rozdrti, aby doslo k uvolnéni pozadované latky. Tyto
procesy vedou k produktiim, které nejsou zcela tékavé, nicméné jsou uznavany jako étericke

oleje. Naproti tomu produkty ziskané extrakci pomoci raznych organickych rozpoustédel,
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nebo superkritickou fluidni extrakei (SFE) nelze povazovat za pravé éterické oleje 1 ptesto,
ze maji identické vlastnosti se surovinou, ze které byly ziskany. Z tohoto diivodu se Casto
pouzivaji v potravindiském pramyslu, ovSem jen pokud jsou zvolena rozpoustédla pro

potraviny piijatelnd a nezanechavaji zadné skodlivé zbytky [25].

EO maji kromé antimikrobialnich u¢inki i fadu dalSich vlastnosti, které je ¢ini popularnimi
v riznych primyslovych odvétvich. Pasobi také jako antioxidanty, to znamend, ze kizi
chrani pted volnymi radikaly, které jsou zodpoveédné za jeji starnuti. Z tohoto ditvodu je 1ze
vyuzit v anti-age kosmetice. Déle je mizeme najit v ptipravcich vlasové kosmetiky, jelikoz
vlasim poskytuji lesk a maji taktéz kondiciona¢ni ucinky. EO se také vyuzivaji
v potravinafském pramyslu jako aromata a pfichuté v kosmetickém pramyslu zase za

ucelem parfemace [25].

4.1.1 Antimikrobialni ptuisobeni esencidlnich olejii

Antimikrobidlni aktivita EO je dobfe zndma jiz fadu let a je také predmétem velkého
mnozstvi studii. EO jsou ucinné jak proti bakteriim, patogennim bakteriim, tak vici plisnim
a virim. Rozsah antimikrobidlnich u¢inkd je obecné urcen slozenim a koncentraci
jednotlivych slozek EO, které se liSi a zavisi na chemotypu, staii rostliny, klimatickych
podminkach, dobé sklizné a metod¢ destilace, €1 extrakce. EO jsou komplexni slouceniny,
které se skladaji zterpent a také zaromatickych a alifatickych sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti. Monoterpeny jsou nejcastéji vyskytujici se molekuly, které tvoii
90 % éterickych olejii. Aromatické slouCeniny jsou zastoupeny méné Casto a spiSe ve

stopovém mnozstvi [26].

Antimikrobidlni aktivita Thymus vulgaris (tymian obecny) je zplsobena hlavné obsahem
thymolu, karvakrolu, y-terpinenu a p-cymenu. Studie jednotlivych slozek EO prokazaly, ze
za nejveétsi antimikrobidlni aktivitu mohou fenolické slouceniny, konkrétné hydroxylové
skupiny, které jsou v jejich struktufe pfitomny. Bylo prokazano, ze volnd hydroxylova
skupina karvakrolu a thymolu je zodpovédnad za zvySeni fluidity bunécnych membran
zménou jejich slozeni. Dlsledkem toho dochazi k vyCerpani intracelularniho ATP a zvySeni
permeability bunééné membrany pro ionty drasliku, coZ mé poté za nasledek usmrceni
bakterialnich bunék. Jsou také prokazany rozdily ve zpiisobu piisobeni na bakteridlni buniky
mezi riznymi EO. Tymiadn a oregano, bohaté na thymol a karvakrol, tedy zpusobuji smrt

bakterialnich bunék poskozenim membrany, zatimco skoficovy olej bohaty na eugenol,
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pusobi bez jakéhokoliv vazného poskozeni membrany, coz naznacuje jiny zpusob pisobeni
(Tab. 2) [26].

Tab. 2 Srovnani hlavnich slozek vybranych EO a jejich koncentrace v % [23]

Esencialni olej Hlavni slou¢eniny Obsah (%)
eugenol 76,74—87,3
benzyl benzoate 4,01
Skofticovy list bicyclogermacrene 3,6
B-caryophyllene 1,9-3,47
a-phellandrene 1,9
carvacrol 32,0-61,3
Oregano thyr'nol 13,9-35,0
y-terpinene 4,75-10,5
p-cymene 9,1-15,4
thymol 5,34-57,7
., p-cymene 17,53-18,7
Tymian y-terpinene 8,3-9,92
carvacrol 2,8-41,33

Podobny ucinek latek thymolu a karvakrolu vyplyvéa z jejich témét identické chemickeé
struktury. Tyto dvé slou€eniny jsou totiz izomery, které se li§i pouze polohou hydroxylové
skupiny. Kromé& toho ma volna hydroxylové skupina delokalizovany elektronovy systém
umoznujici uvoliiovani protonu. Naproti tomu eugenol (hlavni u¢inna latka skoficového
oleje) obsahuje methoxylovou skupinu v orto poloze, coz snadné uvolnéni protonu

hydroxylové skupiny znemoZiuje (Obr. 4) [26].

CHj CH3 OH
OH
@]
“CH,
OH
/CH2
H4C CHj; H4C CHs,
Thymol Carvacrol Eugenol

Obr. 4 Srovnani struktur slozek EO thymolu, carvacrolu a eugenolu
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EO jsou také ucinné proti plisnim a kvasinkdm, coz je jejich dalsi velka vyhoda. Nékteré
druhy EO vykazuji nejvétsi antimikrobialni ptisobeni proti druhtim Aspergilus sp. a Candida
albicans. Antifungélni piisobeni opét nejspis zahrnuje naruSeni permeabilizace membrany,
inhibici mitochondridlniho transportu elektronii vedouci ke snizeni hladiny ATP a nakonec
bunécnou apoptoézu. Piestoze jsou antifungdlni vlastnosti EO dobie zdokumentovany,
pfesny molekuldrni mechanismus stale neni zndm. Pfedpoklada se, ze v antifungalni aktivité

hraji roli 1 jiné mechanismy, které nezahrnuji naruseni membrany [26].

Nékteré druhy EO jsou také silnymi antivirovymi latkami. Antivirovd aktivita byla
potvrzena vuci virim Herpex simplex, cytomegalovirim, rhinovirim, koronavirim a
adenovirim. Mechanismus a misto antivirového pusobeni jsou stejné jako u antifungalniho

plsobeni nejasné [26].

4.2 Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly jsou parcidlnimi estery glycerolu, u nichz je mastnou kyselinou
esterifikovana pouze jedna hydroxylova skupina. Struktura monoacylglycerolu zavisi na
poloze této mastné kyseliny. Pokud se nachazi mastné kyselina na prvnim uhliku, jedn4 se
o l-monoacylglyceroly, pokud na druhém, nazyvame tyto latky 2-monoacylglyceroly

(Obr. 5) [27][28].

I
H,C—O—C—R H2C|‘,—OH O
H(l“,—OH Hclz—o—c—ﬁ
H,C—OH H,C—OH
1-monoacylglycerol 2-monoacylglycerol

Obr. 5 Struktura 1-monoacyglycerolu a 2-
monoacylglycerolu

Molekula monoacylglycerolu mé dvé ¢asti, hydrofobni a hydrofilni, a proto tyto molekuly
vykazuji amfifilni chovani. Tato vlastnost umoZiiuje monoacylglycerolim sniZovat
mezipovrchové napéti na rozhrani dvou nemisitelnych kapalin. Jsou dobte rozpustné
v alkoholu, mén¢ v petroletheru a ve vodé jsou Castecné rozpustné pouze mastné kyseliny.

Povaha uhlikatého fetézce ma na vlastnosti monoacylglyceroltl velky vliv. Plati, Ze bod tani
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stoupd s rostoucim poctem uhlikli v molekule a zvySujici se nasycenosti mastnych kyselin
bod tani klesd. Hustota klesa s rostouci délkou fetézce mastnych kyselin, pfitomnosti
kyslikatych funkénich skupin se hustota zvySuje. V zévislosti na teplot¢ mohou
monoacylglyceroly existovat v riznych krystalickych modifikacich, tato schopnost je

oznacovana jako polymorfismus [27].

Monoacylglyceroly Ize vyrabét nékolika zpiisoby pomoci alkoholyzy, esterifikace nebo
¢astecné hydrolyzy triacylglyceroli. Primyslové parcidlni acylglyceroly se nejCastéji
vyrabéji alkalicky katalyzovanou glycerolyzou tukt a oleji. Pfi této reakci se vyuziva
nizkych nakladt na katalyzatory a kratké reakéni doby. Vysokoteplotni chemicka katalyza
vsak vede k rychlé oxidaci oleje, coz ma za nasledek vznik tmavé barvy oleje a zhorSeni
senzorickych vlastnosti. Monoacylglyceroly ziskané timto procesem musi byt proto dale
¢iStény, aby mohly byt pouzity v potravinaiském, ¢i kosmetickém primyslu. Pti vyrobé
téchto latek 1ze vyuzit i procesu enzymatické katalyzy, ktery je oproti chemické katalyze
vyhodnéjsi z diivodu mirnych reakénich podminek, coz vede k vyrobé CistSich a méné

degradovanych produktt [29].

Monoacyglyceroly a jejich derivaty jsou Siroce pouzivany jako emulgatory
v potravinaiském 1 kosmetickém priimyslu. Jsou povaZzovany za bezpe¢né a nezavadné latky,
které neptisobi neptiznivé na lidsky organismus a nejsou toxické. Kromé potravinaiského
prumyslu se monoacylglyceroly pouzivaji vjiz zminéném kosmetickém primyslu,
konkrétné¢ pii vyrob€ masti, krémid a dalSich produkti fadicich se k péci o télo.
V plastikarském pramyslu funguji jako antistatické, mazaci a plastifika¢ni ¢inidla. Mohou
také zlepsit stalost barev a kontrast ve tkaninach, proto jsou Siroce vyuZivany 1 v primyslu

textilnim [28].

4.2.1 Antimikrobialni ptisobeni monoacylglyceroli

Mastné kyseliny a monoacylglyceroly vykazuji inhibi¢ni G¢inky proti né€kterym druhiim
mikroorganismil. Antimikrobialni aktivita monoacylglycerolti zavisi na poctu atomti uhliki
v fetézci mastné kyseliny a také na pfitomnosti a poctu dvojnych vazeb. Systematickym
zkoumanim nasycenych mastnych kyselin s uhlovodikovymi fetézci v rozmezi 6 az 18
atomt uhliku bylo zjisténo nasledujici. Kyselina laurova, kterd mé ve svém fetézci 12 atomil
uhliku, vykazuje nejvétsi inhibi¢ni ucinky proti grampozitivnim bakteriim, vcetné
Staphylococcus aureus, hlavniho ptivodce bakteridlnich koznich infekci. Monoacylglycerol

monolaurin ve srovnani s kyselinou laurovou vSak vykazuje jesté¢ vétsSi ucinnost, coz
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naznacuje niz$i hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Obecné tedy plati, ze
esterifikace mastné kyseliny na jeji odpovidajici derivat inhibi¢ni G€inky zvysuje. Kyselina
kaprinova s fetézcem o 10 atomech uhliku a jeji monoacylglycerolovy derivat monokaprin,
maji taktéz vysokou antibakterialni aktivitu a to zejména proti gramnegativnim bakteriim,
napt. proti Campylobacter jejuni, které jsou bézné spojovany s infekcemi v potravinach.
Antimikrobidlni G¢innost mastnych kyselin zavisi na hodnoté pH roztoku, zatimco aktivita
monoacylglyceroli neni hodnotou pH ovlivnéna. Je to zptisobeno tim, Ze mastné kyseliny
obsahuji ionizovatelnou funk¢ni skupinu, zatimco monoacylglyceroly jsou neiontové

molekuly [30][31].

Mechanismus antibakterialni aktivity mastnych kyselin a monoacylglyceroli byl zkouman
pomoci riznych experimentalnich metod, zamétujicich se hlavné na bakteridlni bunécéné
membrany a klicové procesy spojené s ochranou a funkci bunc¢k. Chovani téchto latek
v bakterialnich membranach pochazi z jejich amfipatickych vlastnosti, coz vede k riznym
reakcim, véetné destabilizace membrany. Zejména aktivita destabilizujici membranu bunék
zpusobuje zvySenou permeabilitu a bunéénou lyzu, coz vede k inhibici ristu bakteridlnich

bunck (bakteriostaticky uc¢inek) nebo k bunécné smrti (baktericidni ucinek) [31].

4.3 Chitosan

Chitosan je linedrni biopolymer, konkrétné polyaminosacharid, ktery se sklada z
B-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyrandzy a 2-amino-2-deoxy-B-D-glykopyrandzy.
Lze jej ziskat hydrolyzaci aminoacetylovych skupin chitinu, ktery je hlavni slozkou
exoskeletu korysu, jako jsou krevety a krabi. Chitin se pfirozené nachazi také v nékolika
druzich hub. Chitosan ma jedine¢nou kationtovou povahu ve srovnéni s jinymi neutralnimi
nebo negativné nabitymi polysacharidy. Tato sloucenina obsahuje tfi reaktivni skupiny:
primdrni hydroxylovou skupinu, sekunddrni hydroxylovou skupinu a aminoskupinu.
Aminoskupinu NH> obsaZenou v chitosanu Ize protonizaci v kyselém prostiedi prevést na
skupinu NH3", z ¢ehoZ poté vychazi jeho antimikrobialni a antifungélni aktivita (Obr. 6)

[32][33].
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Obr. 6 Struktura chitosanu [33]

Extrakce chitinu se provadi pomoci nékolika reakei, které zahrnuji deproteinizaci a
demineralizaci a ziskany produkt tedy nazyvame chitin. Takto ziskany produkt je chemicky
deacetylovan, aby se odstranily nékteré, nebo vSechny jeho acetylové skupiny. Tato
chemicka deacetylace se provadi hydrolyzou chitinu v silné€ alkalickém prostiedi, nejCastéji
v pritomnosti 40—-50% NaOH za vysokych teplot. Alternativou oproti pouziti chemickych
rozpoustédel je enzymatickd deacetylace chitinu s pouzitim enzymil nazyvanych chitin-
deacetylasy. Pomoci enzymatické deacetylace je mozné 1épe regulovat vlastnosti konecného

produktu, jako je stupeni acetylace a také molekulovou hmotnost [34].

Chitosan je nerozpustny ve vodg, ale rozpustny v kyselych rozpoustédlech pod hodnotou
pH 6. K rozpousténi se pouzivaji organické kyseliny, jako je kyselina mravenci, ¢i mlécna
ale nejbéznéji pouzivanym rozpoustédlem je 1% roztok kyseliny octové. Chitosan je
netoxicky, biologicky odbouratelny polymer s vysokou molekulovou hmotnosti, ktery je
Siroce vyuzivan v mnoha aplikacich. Kladné iontové ndboje, které jsou obsazeny v jeho
struktufe mu dévaji moznost chemicky se vazat s negativné nabitymi tuky, lipidy,
cholesterolem, ionty kovil, bilkovinami a dal§imi makromolekulami. Filmy obsahujici
chitosan jsou pruzné, pevné materidly, poskytujici dobré bariérové vlastnosti a také
antimikrobidlni u€inky [32].

Chitosan je diky svym jedinecnym vlastnostem vyuZivdn v mnoha odvétvich primyslu.
V potravinaiském primyslu se vyuzivd pro konzervaci potravin ¢i pii CiSténi vod, ale
objevuje se také v ruznych dopliicich stravy, ¢i jako prebiotikum. Pouzivd se i ve
farmaceutickém pramyslu, bud’ v obvazech, jelikoz podporuje hojeni ran a nebo se jeho
vlastnosti vyuziva jako vehikulum pro Iéky. V neposledni fad¢ ho najdeme také v kosmetice,
kde se pouziva v riznych kosmetickych formulacich pro své antioxidacni, hydratacni a

emulgacni vlastnosti [32].
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4.3.1 Antimikrobialni piisobeni chitosanu

Chitosan vykazuje silnou antimikrobidlni aktivitu proti riznym skupindm mikroorganismdl,
jako jsou napft. bakterie, a to jak proti grampozitivnim, tak proti gramnegativnim bakteriim.
Vykazuje taktéz antifungalni G¢inky, coZ znamena, ze je ucinny i proti né¢kterym druhtim
hub. Tato aktivita zavisi na mnoha faktorech, jako je stupeit deacetylace, molekulova
hmotnost chitosanu, jeho koncentrace v roztoku nebo hodnota pH a také iontova sila. Za
hlavni davod této aktivity jsou povazovany interakce mezi kladné nabitymi aminoskupinami
chitosanu a aniontovymi slozkami mikroorganisml. V piipadé¢ gramnegativnich bakterii
interakce s lipopolysacharidy a v pfipad¢ grampozitivnich bakterii s kyselinou teichoovou.
Tyto reakce pak mohou souviset se zménou bunééné propustnosti, coz pak vede k uniku
intracelularnich elektrolyti a proteinovych slozek a nakonec k bunééné smrti. Mnoha
studiemi pak bylo potvrzeno, Ze kombinace chitosanu a esencialnich oleji antimikrobialni

ucinky chitosanovych filmu jesté zvysuje [35][36].
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5 CILE PRACE

Cile této diplomové prace lze shrnout nasledovné:

e vypracovat literdrni reSer§i zaméfenou na proteinové filmy, konkrétné na jejich
vlastnosti a piipravu, a dale na charakterizaci aktivnich latek do nich

inkorporovanych;

e pfipravit filmy na bazi zeinu a kombinace zeinu a chitosanu s pfidavkem vybranych

aktivnich latek;

e charakterizovat jejich fyzikalné-chemické a mechanické vlastnosti a antimikrobidlni
ucinky;

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

6.1 Chemikalie

Zein (TCI, Europe nv, Belgie)

Chitosan nizkomolekularni (50-190kDa, Sigma-Aldrich)
Ethylalkohol 96%

Glycerol bezvody p.a. (molarni hmotnost 92,10 g:mol™!, obsah 99,70 %, Ing. Petr Lukes,
Uhersky Brod)

Ethylenglykol p.a. (molarni hmotnost 62,07 g-mol™', Ing. Petr Svec — PENTA)
Kyselina octova 99,8% (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

Monoacylglycerol kyseliny laurové, dosaZena konverze 86,35 %; 98 % (FT UTB)
Etericky olej tymian (Nobilis Tilia)

Etericky olej oregano (Nobilis Tilia)

Eugenol (molarni hmotnost 164,20 g-mol™!, obsah 99 %, Sigma-Aldrich)
Mueller-Hinton agar

Saboraud agar

Mikroorganismy (Escherichia coli (CCM 3954), Staphylococcus aureus (CCM 3953),
Candida albicans (CCM 8261), Aspergillus sp. (CCM 8262))

6.2 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy (Sartorius Basic 110 S)

Laboratorni ptfedvazky (KERN 572)

Magnetické michadlo s ohfevem (Lavat Chotutice, Heidolph Hei-Standard)
Susarna (Memmert ULM 400, Memmert UN)

FTIR spektrometr (Thermo Scientific Nicolet Summit)

Texturometr (AMETEK —TAT1 from Lloyed Instruments)

Tenziometr (Attension Theta by Biolin Scientific)

Digitéalni tfmenovy mikrometr (rozsah 0—25 mm, Schut Geometrical Metrology)
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Vortex (V-1 plus; Biosan)

Biologicky termostat (Memmert INE 600)
Filtracni papir KA 2

Exsikator (Mg(NOs)2:6H20)
Automatické mikropipety

Sterilni disky

Petriho misky

BéZné laboratorni sklo a pomtcky

6.3 Metodika

6.3.1 Piiprava filmi na bazi zeinu

Filmy na bazi zeinu (Z) byly pfipravovany dle modifikace metody [37]. Vypocitané
mnozstvi zeinu 8,6 grami bylo navazeno s presnosti na 0,0001 g a nasledné bylo smichéno
s 50 ml 96% ethanolu. Smés byla za stalého michani zahtfivana na magnetickém michadle

pfi cca 250 ot./min asi 30 minut, dokud nebyla homogenni (Obr. 7).

Obr. 7 Priprava filmii na bazi zeinu

Poté byla za horka filtrovana pies Bilichnerovu nalevku a k pfefiltrovanému roztoku byly
nasledné ptfidany 2 g glycerolu. Tento roztok byl pfiveden k varu po dobu 5 minut a po

vychladnuti bylo pfimichano dané mnozstvi aktivnich latek. Aktivnimi latkami byly bud’
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monoacylglycerol kyseliny laurové (ML), ¢i rizné druhy esencidlnich olejq, ¢i jejich slozek
(oregano, O; tymian, T; eugenol, EU), pfipadné jejich vzdjemné kombinace (Tab. 2). Po
dikladném rozmichani aktivnich latek byla tato smés odlita po 10 ml do Petriho misek
(o priméru 90 mm) a byla ponechana v susarn¢ pii 30° C po dobu dlouhou minimaln¢ 24
hodin. Pfed dalSimi experimenty byly filmy uchovavany v exsikatoru pii relativni vlhkosti

60%.

Tab. 3 Procentualni zastoupeni aktivnich latek ve filmech na bazi zeinu

Vzorek | Monolaurin [%] | Tymian [%] | Oregano [%] | Eugenol [%]
7 - - - -

Z/3T - 3 - -

Z/30
Z/3EU
Z/3ML

Z/3ML/20
Z/AML/20
Z/5SML/20
Z/3ML/2T
Z/SML/2T
Z/3ML/2EU
Z/AML/2EU
Z/SML/2EU
Z/3ML/3EU

1
1
(O8]

- - 3

Wln| LMW LB |[W[W ]I
N[N |1
1
1

1
1
W NN (N1

6.3.2 Priprava filmi na bazi zeinu a chitosanu

Pro ptipravu filmi kombinace zeinu a chitosanu (Z/CH) byl zvolen upraveny postup dle
[38]. Roztok chitosanu byl pfipraven rozpusténim navazeného mnozstvi chitosanu (0,24 g
s presnosti na 0,0001 g) ve 4 ml pfedem pfipraveného 1% roztoku kyseliny octové. Smes
byla michdna na magnetickém michadle pfi cca 500 ot./min po dobu 2 hodin pfi laboratorni
teploté. Nasledné bylo pfidano 16 ml 96% ethanolu a 0,5 g glycerolu a homogenizace
pokracovala dalSich 10 minut. Poté byly za stilého michdni a teploté¢ cca
60° C pomalu ptidavany 2 g zeinu tak, aby dochéazelo k postupnému pomalému rozpousténi
zeinu a dikladné homogenizaci. Na zavér bylo do roztoku pfimichdno zvolené mnoZstvi a
kombinace aktivnich latek stejnych jako v ptipad¢€ ptipravy zeinovych filmu v kapitole 6.3.1
(Tab. 3). Po rozmichani aktivnich latek byla tato smés odlita po 10 ml do Petriho misek (o

priméru 90 mm) a byla suSena v susarné cca 3 hodiny pfi 50° C. Pied dal§imi experimenty
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byly tyto filmy, obdobné jako filmy na bazi zeinu, uchovavany v exsikatoru pfi relativni

vlhkosti 60%.

Tab. 4 Procentualni zastoupeni aktivnich latek ve filmech na bazi zein/chitosan

Vzorek Monolaurin [%] | Tymian [%] | Oregano [%] | Eugenol [%]
Z/CH - - - -
Z/CH/3T - 3 - -
Z/CH/30 - - 3
Z/CH/3EU
7Z/CH/4EU
7Z/CH/3ML
Z/CH/3ML/20
Z/CH/5ML/20
Z/CH/SML/2T
Z/CH/3ML/2EU
Z/CH/AML/2EU
7Z/CH/SML/2EU

N[ BR[| W| || W W
\S]
1

6.3.3 Meéreni tloust’ky filmi

Tloustka filmi byla méfena pomoci digitdlniho mikrometru s piesnosti na 0,001 mm na péti
nahodnych mistech kazdého vzorku. Tyto hodnoty byly nasledné zprimérovany a byla

vypocitana smérodatna odchylka.

6.3.4 Méreni mechanickych vlastnosti

Pied métenimi byly vzorky kondiciovany pii 60 % relativni vlhkosti po dobu nejméné 24
hodin. Mechanické vlastnosti byly stanoveny na pfistroji pro analyzu textury
AMETEK TAI from Lloyed Instruments a namétené hodnoty byly nasledn¢ vyhodnoceny
pomoci softwaru NEXYGENPIus.

Zkouska vpichem

Pted zkouSkou odolnosti proti protrzeni pomoci penetrac¢ni sondy (vpich) byl film nafezan
na pozadované rozméry 40x40 mm?. Takto pfipraveny vzorek byl umistén mezi dvé desky
s kruhovym otvorem o priméru 20 mm a byl zajistén svorkami. Stfedovou ¢asti vzorku byla
poté vtlacena vélcovd sonda o priméru 2 mm (Obr. §). Pomoci metody vpichu byla
stanovovana pevnost filmu pfi vpichu (PS) a deformace pii vpichu (PD). Pevnost filmu pii

vpichu (PS) byla nasledné¢ vypocitana dle vzorce (1).

PS =12 [N -mm™] (1)
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Kde:
—  Fmax...maximalni sila pfi vpichu [N]
— T...primérna tloustka vzorku filmu [mm)]

Deformace pfi vpichu (PD) v mm byla vyhodnocena pomoci softwaru ze vzdalenosti, kdy

se sonda dotkla vzorku filmu a bodu zlomu.

Obr. 8§ Mechanicka zkouska vpichem

Zkouska tahem

Pied tahovou zkouskou byl film nafezan na pozadované rozméry 10x60 mm?. Konce filmi
byly pfichyceny do tahovych uchytl tak, aby exponovand plocha vzorku byla cca
10x40 mm? (Obr. 9). Pomoci této metody byla stanovovana pevnost v tahu a také celkové
prodlouZeni pii pretrzeni. Pevnost v tahu (TS) v MPa byla vyhodnocena softwarem pomoci

vzorce (2).

TS [MPa] )

= Fe
W
Kde:

— Ft...maximalni pevnost v tahu [N]

— T...primérna tloustka vzorku filmu [mm)]

— W...sitka vzorku filmu [mm)]
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Procentualni celkové prodlouzeni filmu pfi pretrzeni (E) v % bylo stanoveno vydé€lenim
celkového prodlouzeni vzorku (v mm) v bod¢ pretrzeni, pocatecni délkou vzorku (v mm)

vynasobenou 100.

Obr. 9 Tahova zkouska

6.3.5 Meéreni povrchové energie a kontaktniho uhlu

Meéfieni kontaktniho uhlu a nasledné stanoveni povrchové energie jednotlivych vzorkd bylo
provadéno pomoci optického tenziometru Attension Theta (Biolion Scientific) (Obr. 10).
Pted méfenim byly vzorky kondiciovany pifi 60 % relativni vlhkosti po dobu nejméné 24
hodin. Pro méfeni byla pouzita metoda piisedlé kapky. Casova zavislost thlu smageni pro
ob¢ dv¢ kapaliny (destilovana voda a ethylenglykol) byla zaznamenavana videokamerou a
zdrojem svétla byla LED dioda. Presné davkovani (objem 5 pl) bylo zajisténo automatickou
mikropipetou, kterd byla soucésti pfistroje. Obrazovy zaznam a naméfené hodnoty byly
zpracovavany pomoci softwaru OneAttension. Hodnota kontaktniho uhlu pro jednotliva
méfeni byla odecitdna v ustadleném stavu pokazdé v rozmezi 5-6 sekund. Tyto hodnoty
kontaktniho tihlu byly taktéz pouzity pro vypocet povrchové energie. Pro kazdou kapalinu a

kazdy vzorek byly provadény minimalné tfi mefeni.
Kontaktni thel byl vypocitan pomoci softwaru dle Youngovy rovnice (3).

YsG— VLS
Em— 3
YLG ( )

cosf =

Kde:

— cos 0.. kontaktni tthel
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—  Ys¢..-povrchové napéti na rozhrani pevna latka/plyn [mN/m]
- VYis...povrchové napéti na rozhrani pevna latka/kapalina [mN/m]
- Y.¢---povrchové napéti na rozhrani kapalina/plyn [mN/m]

Pomoci hodnot povrchového napéti bylo mozno stanovit celkovou povrchovou energii
pevnych latek s pouzitim vybranych semi-empirickych modeld. Pro tuto praci bylo vyuzito
vyhodnoceni softwarem pomoci dvou modela [39]. Prvni z nich, OWRK (Owens, Wendt,

Rabel, Kaebl) vychazi ze vzorce (4).

Jréeris + [rivt = 0571 + cosd) @

Kde:

— cos 6...kontaktni thel

— y& .. povrchové napéti disperzni slozky na rozhrani pevna latka/plyn [mN/m)]

— y2....povrchové napéti disperzni slozky na rozhrani pevna latka/kapalina [mN/m]

- yg’G ...povrchové napéti polarni sloZky na rozhrani kapalina/plyn [mN/m]

- prG ...povrchové napéti polarni slozky na rozhrani pevna latka/kapalina [mN/m]

— y;...povrchové napéti kapaliny (destilovana voda; ethylenglykol)

Druhym modelem pouzitym pro zhodnoceni dat byla Wuova metoda dle vzorce (5).

véevic + véc¥ie = 0,25y;(1 + cosB) (5)
Vse+vie)  Usetrip) el

Kde:
— cos 6...kontaktni thel
— y&. .. povrchové napéti disperzni slozky na rozhrani pevna latka/plyn [mN/m]
—  y&....povrchové napéti disperzni slozky na rozhrani pevna latka/kapalina [mN/m]
- y_fG ...povrchové napéti polarni sloZky na rozhrani kapalina/plyn [mN/m]
— prG ...povrchové napéti polarni slozky na rozhrani pevna latka/kapalina [mN/m]

— 7:...povrchové napéti kapaliny (destilovana voda; ethylenglykol)
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Obr. 10 Opticky tenziometr Attension Theta

6.3.6 Stanoveni antimikrobialni aéinnosti

Antimikrobidlni aktivita filml na béazi zeinu s riiznou koncentraci eugenolu byla testovana
proti vybranym mikroorganismiim pomoci metody agar difuzniho testu. Pro toto stanoveni
byly vybrany grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus, gramnegativni bakterie
Escherichia coli a dale pak plisn¢ Aspergillus sp. a kvasinky Candida albicans. Pro
stanoveni byly pouzity pfedem pfipravené piidy Mueller-Hinton pro bakterie a Saboraud

agar pro kvasinky a plisné.

Pro testovani byly pfipraveny riizné mikrobidlni suspenze ve fyziologickém roztoku a jejich
koncentrace byla upravena podle zakalového standardu s ohledem na konkrétni typ
mikroorganismu. Takto pfipravené inokulum bylo néasledné pipetovano v mnozstvi 1 ml na
Petriho misku s pfislusnym agarem. Poté byly na kazdou misku umistény 2 piedem
vyseknuté kruhové vzorky vybranych filml o priméru 9 mm. Néasledn¢ se misky nechaly
kultivovat v termostatu pii danych podminkach (bakterie pti 37 °C po dobu 24 hodin,
kvasinky a plisné pti laboratorni teplot€¢ po dobu 48 hodin). Po inkubaci byly odecteny

priméry inhibi¢nich zén kolem vzork.
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6.3.7 FTIR analyza

Chemické slozeni vybranych filmi bylo charakterizovano infracervenou spektroskopii
s Fourierovou transformaci (FTIR) pomoci spektrometru Nikolet 6700 (ThermoFisher
Scientific, Waltham) (Obr. 11) nastaveného na rezim ATR v rozmezi 4000 az 400 cm™ a

1

rozliSeni 2 cm™. Vzorek filmu byl vlozen do pfistroje a spektrum bylo nésledné

vyhodnoceno pomoci softwaru OMNIC Paradigm.

Obr. 11 Spektrometr Nikolet 6700

6.3.8 SEM analyza

Analyza povrchil a priifezi vybranych filmi byla provadéna na Ustavu pro hydrodynamiku
Akademie véd CR v Praze pomoci metody SEM mikroskopie. K této analyze byl pouzit

skenovaci elektronovy mikroskop Vega 3 s vysokym rozlisenim (Tescam).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vzhled a tloust’ka filmu

7.1.1 Filmy na bazi zeinu

Pfipravené filmy na bézi zeinu bez a s ptidanymi aktivnimi latkami nebyly transparentni a
vykazovaly rlzné odstiny Zzluté, v zavislosti na ptidané aktivni latce, ¢i jejich smési
(Obr. 12). Nejtmavsi zlutohnédy odstin byl zaznamenan u vzorku s pfidavkem samotné
aktivni latky eugenolu (Obr. 12 ¢). Z prilozenych fotek (Obr. 12) Ize také vidét, ze filmy bez
pfidavku monolaurinu jsou lesklejsi (Obr. 12 a, c, e, g), v porovnani se vzorky obsahujicimi
pouze esencialni oleje, ¢i jejich slozku eugenol (Obr. 12 b, d, £, h). Kontrolni zeinové filmy
spolu se vzorky s obsahem EO tymian ¢i oregano byly velmi kiehké, coz znaéné ztéZovalo
jejich sejmuti z misek po vysuseni. Naopak po pfidani monolaurinu do polymerni matrice se
staly filmy flexibiln&j$imi. Podobny trend po pfidavku monolaurinu do zeinovych filmi byl
potvrzen i ve studii Moradi a kol. [37]. Vys§i elasticita byla prokdzana i u vzorki se
samotnym eugenolem, coz se potvrdilo i pfi testovani mechanickych vlastnosti (Obr. 17).
Vzorky zeinovych filmti byly vétSinou homogenni, pouze v ptipadé vzorkd s oleji bez
pfidavku monolaurinu, konkrétné u vzorka Z/3T a Z/30 se na povrchu filmi objevil jev

ojinéni v podob¢ mastnych oblasti.

S

Obr. 12 Vzhled vzorku filmii na bazi zeinu a) Z b) Z/3ML c) Z/3EU d) Z/3ML/2EU e)
Z/3T ) Z/3ML/2T g) Z/30 h) Z/5ML/20

Tloustka filmii na bazi zeinu se obecné pohybovala ve vétsim rozmezi, a to od 170 um do

280 um. Kontrolni zeinovy film mél priimérnou tloustku 258 pm, zatimco u vzorkia Z/3ML
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a Z/SML/2T (primérna tloustka 175 pum), a kombinaci ML a 2 % eugenolu (primérna
tloustka 199 um) doslo k vyraznéjsimu poklesu. Z grafu je ziejmé, Ze rostouci koncentrace
monolaurinu méla vliv na sniZeni tloustky pfipraveného filmu. Je pravdépodobné, Ze

povrchové vlastnosti ML usnadnily dispergaci dalSich hydrofobnich slozek v zeinové

matrici.
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Obr. 13 Priimerné hodnoty tloustky jednotlivych filmii na bazi zeinu

7.1.2 Filmy na bazi zein/chitosanu

Vsechny filmy pfipravené kombinaci zeinu s chitosanem mély nazloutlou barvu (Obr. 14),
zhruba o odstin svétlej$i v porovnani s filmy na béazi zeinu (bez chitosanu). Podobné jako
v piipad¢ zeinovych filmii (kapitola 7.1.1) byl prokazan vliv monolaurinu na zvySeni
flexibility a pruznosti vzorkii. Tento jev byl potvrzen 1 v jinych studiich, kdy
monoacyglyceroly slouzily ¢astecné jako nahrada zmeékcovadel [37][40]. Na rozdil od
vzorkll bez chitosanu pfi pfipravé zein/chitosanovych filmotvornych disperzi vyvstaly
problémy s homogenizaci, coz nasledn¢ ovlivnilo vzhled odlitych filmd, které byly na
povrchu drsnéjsi. Fotky vybranych filma jsou na Obrazku 14, ostatni ptipravené filmy se
vzhledem zdsadné neliSily. Podobny jev byl prokdzan ve studii [41], kde ovSem piidavek
EO snizil tendenci k tvorb¢ agregatii a podpoftil vznik hladSiho povrchu. V nasem ptipad¢ se

vzhled Z/CH/EOQ filmi nijak vyznamné neliSil od vzorki bez esencialnich oleji.
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Obr. 14 Vzhled vzorkii filmut na bazi zein/chitosan a) Z/CH b) Z/CH/3ML c) Z/CH/3T
d) Z/CH/5SML/2T

Tloustka kontrolniho filmu na bazi zein/chitosanu byla 239 pm a vlivem modifikace
aktivnimi latkami nedoSlo k zasadnim zménadm hodnot. Piidavek EO (konkrétné
skoticového) se nijak vyrazné neprojevil na tloustku zein/chitosanovych filmi ani ve studii
Vahedikia a kol [42]. Hodnoty tloustky se zde ovSem pohybovaly o tad nize v porovnani
s nasimi vzorky, a to okolo 65 pm. Ani tloustka jednotlivych modifikovanych vzorki se od
sebe vyrazné nelisila, hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 230 um do cca 290 pm (Obr. 15).
Na rozdil od zeinovych filml se zde neprojevil efekt monolaurinu na snizujici se tloust’ku,
naopak byl zaznamenan opacny trend. Diivodem muze byt uzZ zminéna hors$i homogenita

filmi a s tim souvisejici nerovnomeérna dispergace aktivnich latek v Z/CH matrici.
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Obr. 15 Primérné hodnoty tloustky jednotlivych filmii na bdzi
zein/chitosan
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7.2 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti jsou velmi dilezit¢ pro vyuziti filmG na bézi proteini v
mnoha raznych aplikacich. Pomoci tahovych zkousek a zkousky vpichem byla
charakterizovana pevnost v tahu, resp. tahova sila (TS), dale celkové protazeni filmu pfi

ptetrzeni (E), pevnost filmu pfi vpichu (PS) a také deformace filmu pti vpichu (PD).

7.2.1 Filmy na bazi zeinu

Z grafu (Obr. 16) je patrné, Ze nejvétsi pevnost v tahu, kterd je definovana jako maximalni
napéti vyvijené na vzorek [43], vykazoval kontrolni film (11,6 MPa). Vlivem modifikace
byly pozorovany u Z/5ML/20 (1,5 MPa). SniZeni tahovych vlastnosti polymernich filma
vlivem piidavku rtiznych nejen hydrofobnich slou€enin bylo sledovano i v jinych studiich
[44]. Vyjimku tvofi sitovaci Cinidla, ktera naopak mechanické vlastnosti zlepsuji [45].
Naptiklad v praci [43] doslo vlivem inkorporace tymidnového EO k poklesu pevnosti v tahu
chitosanovych filmd v priméru o 56 %. Diivodem miiZe byt rozvolnéni polymerni struktury
v disledku vzdjemného oddaleni polymernich fetézcl, coz nasledné sniZzuje pevnostni

charakteristiky.

Opacny trend byl ale zaznamenan autory Vahedikia a kol [42], kdy u vzorku s pfidavkem
skoficového EO doslo ke zvySeni TS a zéaroven ke snizeni taZnosti. Je tedy ziejmé, ze
vyznamnou roli hraje charakter konkrétnich sloZek ptidanych esencidlnich oleji a jejich

vzajemné interakce s polymerni matrici.
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Obr. 16 Tahova pevnost filmii na bazi zeinu
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Hodnoty taznosti, resp. celkového prodlouzeni pii pfetrzeni napomdhaji urcit stupein
pruznosti a elasticity materidlu. Z grafu (Obr. 17) lze vidét, ze mezi jednotlivymi vzorky
byly patrné zna¢né vykyvy. Zatimco kontrolni zeinovy film vykazoval hodnotu velmi nizkou
(11,7 %), filmy 3 % eugenolu prokazaly taznost v priméru 356 %, tedy o 97 % vice ve
srovnani s referenci. Filmy obsahujici monolaurin bez ptitomnosti EO vSak vykazovaly
naprosto odli$ny trend, kdy hodnoty byly jesté nizsi nez u kontrolnich film, to znamena, ze
monolaurin sam o sob¢ elasticitu filmu nezarucuje. Dalsi vzorky filmi s riznou koncentraci
eugenolu a monolaurinu mély taktéz velmi vysoké hodnoty celkového protazeni, stejné jako
kombinace monolaurinu a oregana. Na druhou stranu filmy s obsahem tymianového oleje
vykazovaly velmi nizké hodnoty (v rozmezi od 3,9 % do 48 %). Podobny trend byl prokézan
v praci Pereira a kol. [46], ktefi studovali zeinové filmy s obsahem kombinace EO
(¢esnekového a tymidnového). Vysledky ukézaly, ze vlivem inkorporace této smési doslo k
poklesu prodlouzeni pii ptetrzeni, stejné jako tahové pevnosti, pravdépodobné v disledku
poru, které se objevily ve struktute filmu. Hodnoty celkového protazeni souvisi s pevnosti
v tahu, kdy pfi porovnani obou grafli (Obr. 16 a Obr. 17) je patrné, ze oboje hodnoty, jak
taznost, tak pevnost v tahu spolu uzce souvisi. U filmt, které disponuji vyssi pevnosti v tahu,

nedoSlo téméf k Zddnému protaZeni a naopak.

I z vysledkli méteni taznosti je ziejmé, ze klicovou roli hraje vybér konkrétni aktivni latky.
V naSem piipad¢ lze také potvrdit synergicky uc¢inek mezi eugenolem a monolaurinem

(Obr. 17).
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Obr. 17 Prodlouzeni p¥i pretrzeni filmii na bazi zeinu
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Pomoci zkousky vpichem lze zjistit informace o integrit¢ vzorku a chovani pfi penetraci

[43]. Hodnoty z grafu (Obr. 18) poukazuji na vyznamny pokles (v praméru o 67 %)

v pevnosti pii vpichu ve filmech s pfidavkem EO ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

Vysledky také viceméné koreluji s hodnotami pevnosti v tahu.
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Obr. 18 Pevnost pri vpichu filmii na bazi zeinu

Co se tyka hodnot deformace pfi vpichu (Obr. 19), doslo vlivem modifikace u vétSiny vzorki

ke zvySeni hodnot, v porovnani s referencnim zeinovym filmem. Vyjimku tvofily pouze

vzorky s obsahem samotnych EO, a to Z/30 a Z/3T, které vykazovaly stejnou hodnotu

(2,7 mm).
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Obr. 19 Deformace pri vpichu filmit na bazi zeinu
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7.2.2 Filmy na bazi zein/chitosanu

Pti testovani téchto vzorkl bylo cilem zjistit, zda ptidavek dalSiho pfirodniho polymeru
n¢jakym zpusobem ovlivni mechanické vlastnosti ptipravenych filmi. Z grafu (Obr. 20) 1ze
vycCist, Ze nejvyssi pevnost v tahu vykazuje kontrolni vzorek zein/chitosan, podobné jako
v pripad¢ samotnych zeinovych filma (Obr. 16). OvSem tyto kompozitni filmy tvotené
kombinaci polymert vykazovaly hodnoty pevnosti v tahu vyssi, jak 1ze vidét napt. u vzorki
Z/CH/3ML, Z/CH/3EU a také¢ Z/CH/3ML/20. Na zaklad¢ téchto zjisténi lze konstatovat,
ze se pridavek chitosanu pozitivné projevil na pevnosti v tahu. Pozitivni vliv chitosanu,
konkrétn¢ chitosanovych nanocastic, byl pozorovan i ve studii [42], kde po pfidani chitosanu
do zeinovych filmii doslo taktéz k zvyseni pevnosti v tahu (z 0,95 MPa v kontrolnim vzorku

na 2,15 MPa v modifikovaném vzorku).
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Obr. 20 Tahova pevnost filmit na bazi zein/chitosan

Modifikaci zeinovych filmi prostfednictvim chitosanu doSlo ke sniZeni celkového
prodlouzeni pfi pretrzeni, jak lze vidét z grafu na Obr. 21. Napiiklad u vzorku
Z/CH/AML/2EU doslo ke sniZeni hodnoty o 42 % oproti stejnému vzorku bez modifikace
chitosanem (Z/4ML/2EU). Rada studii [41][42] potvrzuje schopnost EO sniZit inter- a intra-
molekulédrni interakce a zvysit tak flexibilitu filmG v zavislosti na kompatibilité oleji
s proteiny. Modifikace pomoci EO zpiisobi preskupeni polymerni struktury a omezeni
reakci postrannich fetézcl. Vyjimku predstavuji vzorky Z/CH/3EU a Z/CH/3ML/20, které
vykazovaly horsi homogenitu. V piipadé monoacylglycerolii l1ze také ocekavat vliv na

flexibilitu, pfipadné na pevnost filmti. Zde jsou ov§em klicové vlastnosti ptivodniho nosného



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

substratu/polymeru a nasledné pak zpisob adsorpce amfifilni struktury monolaurinu.

Z grafu (Obr. 21) Ize ale opét sledovat synergicky ucinek EO, ptipadné jeho slozky eugenolu

s monoacylglycerolem, pfi zvySeni elasticity filmu.
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Obr. 21 Prodlouzeni pri pretrzeni filmii na bazi zein/chitosan

Pevnost pii vpichu u vzorkl pripravenych kombinaci zeinu a chitosanu s dal§imi aktivnimi

latkami oproti vzorklim bez chitosanu taktéz vyznamné vzrostla, jak je patrné z grafu

(Obr. 22). Zde je viditelné, Ze doSlo ke zvySeni pevnosti pfi vpichu u vSech vzorkli a u

nékterych dokonce az o 50 %.

Pevnost pfi vpichu [N/mm]

70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 I
0,0
R \Z N N N N N Q (o) (o) A «
DIROIIRCAIR IR AR IR IO N IR G NG
R i
AN AN AN Q\\’b Q\\b‘ \2\\‘) v Cz\\ (,\ v CZ~\
/\/\Q /\/\C/ /\,\(/ /\,\ /\/\ /\/\

Obr. 22 Pevnost p7i vpichu filmii na bazi zein/chitosan
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Oproti zeinovym filmim (2,7 mm), byla u zein/chitosan filmu zaznamenana vyssi deformace
pfi vpichu (5,3 mm). Vlivem inkorporace aktivnimi latkami doSlo k dal$imu zvyseni.

Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany u filml s dvéma aktivnimi latkami (Z/CH/3ML/2EU

a Z/CH/5ML/20).
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Obr. 23 Deformace pri vpichu filmit na bazi zein/chitosan

Na zéklad€¢ dosaZenych vysledkl (zejména pevnosti v tahu a pevnosti pii pretrZzeni) lze
konstatovat, Ze pfidavek chitosanu mél ptiznivy vliv na mechanické vlastnosti kompozitnich
filmd Z/CH. Je ale nutno si uvédomit, Ze mechanické charakteristiky polymernich filmt
zavisi na vice faktorech, at’ uz se jednd o pritomnost, typ a koncentraci zmékcovadla,

krystalinitu, pfipadné pfitomnost chemickych sitovadel, nebo mikrostrukturu [46].

7.3 Povrchové vlastnosti

Povrchové vlastnosti filmil jsou dalsi diilezitou charakteristikou ovliviiujici konecné vyuziti
téchto polymernich materiald. Smacivost filmi se nejcastéji stanovuje méfenim kontaktniho
uhlu, ktery je definovan jako thel mezi povrchem filmu a te¢nou vedenou z mista kontaktu
kapky kapaliny s povrchem filmu. Kromé¢ toho meétfeni kontaktniho thlu poskytuje
informace o hydrofobicité, resp. hydrofilnosti povrchu filma. Obecné Ize fici, ze ¢im veétsi
je kontaktni ihel, tim je povrch hydrofobnéjsi [47]. Méfeni bylo pro kazdy film provedeno

tiikrat a vysledna hodnota je primérem vSech tii naméfenych hodnot.
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7.3.1 Filmy na bazi zeinu

Kontaktni (smaceci) uhly stanovené metodou pfisedlé kapky jsou uvedeny v grafu na
Obr. 24. U kontrolniho zeinového filmu byl naméten kontaktni thel pro destilovanou vodu
56°, tedy niz8i v porovndni s dal§imi studiemi, kdy byl prokdzan uhel smaceni primérné
kolem 75°[48][49]. Rozdil v naméfenych hodnotach mlze byt zpiisoben vlivem rizného
mnozstvi pouzitého plastifikatoru pti ptipravé filmi. Z vysledkd na grafu (Obr. 24) lze
pozorovat, ze modifikaci zeinu doslo ke zménam hodnot kontaktniho thlu, v zavislosti na
pfidané aktivni latce, resp. jejich smési. Vlivem piidavku vybranych typt EO (Z/30 a Z/3T)
doslo ke snizeni thlu ve srovnani s referenci, a to v priméru na 50°. Ze ziskanych dat 1ze
dale konstatovat, ze s rostouci koncentraci monolaurinu v polymerni matrici klesa uhel
smaceni, coz je viditelné u vzorkt Z/3ML/3EU, Z/4AML/2EU a Z/SML/2EU. Podobny vliv
pfidavku monolacylglycerolu na zvySenou hydrofilitu byl zaznamenan i u PVB membréan,
kterymi se zabyva studie [50]. Autofi Shi a kol. [49] se také zabyvali moznostmi regulace
hydrofility povrchii filmi na bdzi zeinu. Pomoci metody UVO (modifikace pomoci
kombinace ultrafialového zareni a plisobeni ozonu) doslo k poklesu kontaktniho whlu
zeinovych filml na hodnotu mensi nez 10° za velmi kratkou dobu (2 min). U vzorki
obsahujicich plastifikatory mtize dochazet k nartustu hydrofility vzhledem k jejich
potencionalni hygroskopicité, tj. schopnosti vazat vodu. Z tohoto diivodu se pak velikost
kontaktnich uhli méfenych pro vodu mize zasadné¢ meénit i béhem skladovani. U vzorkt
s obsahem glycerolu byl napfiklad prokazan narast kontaktniho thlu z 58° na 61° béhem 1

tydne, coz lze vysvétlit migraci plastifikatoru a ztratou podilu vlhkosti ze vzorku [51].
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Obr. 24 Kontaktni uhly jednotlivych filmit na bazi zeinu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

Je znamo, ze pevné povrchy mohou byt klasifikovany do dvou skupin, na hydrofilni
(smacené vodou, s vysokou povrchovou energii) a hydrofobni (nesméacené vodou, s nizkou
povrchovou energii) [52]. VSechny vzorky vykazovaly thel smaceni mensi nez 90°, coz
indikuje povrchy smacivé. Na pfilozené fotografii (Obr. 25) jsou zaznamenany snimky
profilu kapky ethylenglykolu na wvybranych zeinovych filmech naméfené pomoci

tenziometru Attension Theta. Na prvni pohled jsou patrné rozdily ve smacivosti jednotlivych

s

povrchl a zminény vliv rostouci koncentrace monolaurinu na pokles kontaktniho thlu.

Obr. 25 Kapka ethylenglykolu na vzorku a)Z/3ML/3EU b)Z/4ML/2EU

Stanovené hodnoty povrchovych energii jednotlivych vzorkti na bazi zeinu, vyhodnoceny
dle modelu OWRK (viz kap. 6.3.5), se pohybovaly v rozmezi od 45 do 83 mJ/m? (Tab. 5).
Je patrné, Ze modifikace vybranymi aktivnimi latkami méla za nésledek zvySeni hodnot
oproti kontrolnimu filmu, coz by mé¢lo indikovat vyssi smacivost. V porovnéani s hodnotami
kontaktniho thlu (Obr. 24) Ize tento trend potvrdit, kromé vzorkll zeinu s obsahem 3 %

monolaurinu a 2, resp. 3 % eugenolu.

Tab. 5 Hodnoty povrchové energie filmii na bazi zeinu

(model OWRK)
OWRK

Vzorek Ytot [mJ/m?] | ya [mJ/m?] | yp [mJ/m?
Z 4481 +£1,86 | 8,95+1,96 |35,86 £ 3,80
Z/3EU 60,47 +2,85 | 3,83+0,84 |56,64 + 3,68
Z/3ML/2EU| 82,98 +8,02 | 3,10+1,43 | 79,88 + 6,61
Z/3ML/3EU| 78,81 +8,58 | 3,37 +1,68 |75,44 £ 6,94
Z/AML/2EU | 54,41 +427 | 1,58+£0,59 | 52,83 £4,82
Z/SML/2EU| 73,99+226 | 0,21 +0,19 | 73,78 £2,45
Z/30 57,63+1,45 | 2,10+0,25 | 55,53 +1,68
Z/3T 51,89+ 1,66 | 4,84 +1,15 |47,05+2,72
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Celkova povrchova energie vt se dale déli na disperzni slozku yq a polarni slozku vyy.
Z Tabulky 5 je patrné, Ze polarni slozka u vSech zeinovych vzorki pfevazuje, bez ohledu na
typ a koncentrace zvolenych aktivnich latek. Nejvétsi zména (46 %) povrchové energie
oproti referenci byla pozorovana u vzorku Z/3ML/2EU. Nejvyssi hodnoty polarni slozky
byly prokdzany u filmi s obsahem monolaurinu, coz by mohlo indikovat adsorpci
hydrofobni ¢asti molekuly smérem k polymernimu substratu a polarni slozky orientované

do prostredi.

Podobny trend, tedy zvySeni v porovnani s kontrolnim vzorkem, lze pozorovat u hodnot

povrchovych energii vyhodnocenych dle modelu WU (viz kap. 6.3.5), které jsou shrnuty v

v

kontrolniho vzorku, stejné jako v ptipadé vypoctu dle modelu OWRK.

Tab. 6 Hodnoty povrchové energie filmii na bazi zeinu

(model WU)
WU

Vzorek Yeot [mJ/m?] | ya [mJ/m?] | yp [mJ/m?]
Z 46,29 £1,18 |12,85+0,91 | 33,44 +2,07
7Z/3EU 56,29+ 1,58 | 11,57 +0,45|44,72 +1,96
Z/3ML2EU| 60,17+3,63 | 0,67 £0,64 |59,50 £4,27
Z/3ML/3EU| 57,45+3,98 | 0,02+ 0,61 | 57,44 £4,53
Z/4AML/2EU | 50,05+2,44 | 7,52 +£0,31 |42,53 £2,60
Z/SML/2EU| 60,92 +0,86 | 6,97 +0,57 | 53,96+ 1,37
7/30 52,96 £ 0,80 | 8,98 +0,17 |43,99 +0,91
Z/3T 50,50+ 0,78 | 11,00 +£0,81|39,50+ 1,43

7.3.2 Filmy na bazi zein/chitosanu

Vzhledem k tomu, Ze chitosan se fadi mezi hydrofilnéj$i polymery, bylo ptfedpokladéano, Ze
jeho ptidavek do zeinovych filmi (Z/CH) zptisobi pokles kontaktniho uhlu. Tento teoreticky
predpoklad se ale v nasem piipad¢ nepotvrdil, jelikoz hodnoty Z/CH filmii vykazovaly thly
vyssi (74°) oproti kontrolnimu filmu samotného zeinu (Z), u né¢hoz byla zaznamenéana
hodnota 56°. Ve studii [43] byl kontaktni thel filmu na bazi samotného chitosanu stanoven
na 60°. Pfi hodnoceni povrchovych vlastnosti je tfeba vzit v uvahu vice faktorii. Kromé
zminéného typu a mnozstvi zmékcovadla, ¢i vlivu skladovani je smacivost chitosanu
vyznamné ovlivnéna i jeho stupném deacetylace DA (DA chitosanu pouZzitého pfi ptiprave
nasSich vzorka byl 87 %). S rostouci hodnotou DA poté stoupa i tthel smaceni [53]. Nejvyssi
hodnota kontaktniho thlu byla stanovena u vzorku Z/CH/5ML/20 a to 84°. Ve studii Xue

a kol. [54] byly zkoumany povrchové vlastnosti filmti, které byly kombinaci zeinu, chitosanu
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a oregana. Kontaktni uhel byl v této studii stanoven na 85°, coz odpovida hodnoté jiz
zminéného vzorku Z/CH/5ML/20. Bohuzel z dalSich testovanych vzorkil filma nelze
statisticky vyhodnotit Zzadny wvzrastajici, ¢i klesajici trend, nebo vliv koncentrace
monolaurinu, jako tomu bylo u filma na bazi zeinu v piedchozi kapitole (7.3.1). Tento fakt
dokladaji i vybrané fotografie na Obr. 27. Tuto skutecnost Ize pti¢ist nehomogenité vzorkd,
na kterou bylo jiz upozornéno vySe v textu. V pifipadé vzorki s horSi homogenitou jsou

hodnoty smacivosti vyznamné zavislé na vybéru zvoleného pro umisténi ptisedlé kapky.
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Obr. 26 Kontaktni uhly jednotlivych filmii na bazi zein/chitosan
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Obr. 27 Kapka ethylenglykolu na vzorku a)Z/CH/3ML/2EU b)Z//CH/4ML/2EU

Tabulka 7 obsahuje vypocitané hodnoty povrchové energie filmil na bazi zeinu a chitosanu
dle modelu OWRK. Z ni je patrné, ze hodnoty velmi kolisaji a je v tomto ptipadé slozité
urcit vliv riznych aktivnich latek na povrchovou energii. Lze ovSem konstatovat, ze polarni

slozka opét ptevysuje slozku disperzni, podobné jako tomu bylo u zeinovych filmt. Kromé
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vzorkt Z/CH/3ML/2EU a Z/CH/5ML/20 doslo opét ke zvySeni hodnot povrchové energie
v porovnani s referenci (film Z/CH bez modifikace). Nejvyssi celkovd energie byla

naméfena u vzorku Z/CH/SML/2T, a to 86,45 mJ/m?>.

Tab. 7 Hodnoty povrchové energie filmu na bazi zein/chitosan

(model OWRK)
OWRK
Vzorek Ytot [mJ/m?] | ya [mJ/m?] | yp [mJ/m?]
Z/CH 31,65+2,94 | 597+2,81 |2568+5,73
Z/CH/3ML 72,38+6,13 | 0,31 +0,20 | 72,07 £ 5,94
Z/CH/3EU 44,66 £0,92 | 13,77+ 1,31 | 30,89 + 1,98
Z/CH/4EU 66,09+4,51 | 094+0,43 | 65,16 +4,92
Z/CH/3ML/2EU | 26,45+0,97 | 796+ 1,51 | 18,49 £1,86
Z/CH/4AML/2EU | 64,89 £2,58 | 0,21 £0,09 | 64,68 £ 2,59
Z/CH/SML/2EU | 80,53 +5,79 | 3,52+ 1,68 | 77,01 £4,48
Z/CH/30 42,78 £0,49 | 23,14+ 1,85 | 19,65+ 1,40
Z/CH/3ML/20 | 60,17+3,55 | 1,79 +0,67 | 58,39 +£4,17
Z/CH/SML/20 | 23,87+2,90 | 5,83+2,36 | 18,05+5,24
Z/CH/3T 63,94 +4,66 | 8,09+2,17 | 55,85+ 6,82
Z/CH/SML/2T | 86,45+7,54 | 2,80+ 1,12 | 83,65+ 6,47

Hodnoty povrchové energie filmi na bazi zeinu a chitosanu dle modelu WU jsou znadzornény
v Tab. 8. Zde lze stejné jako v Tab. 7 konstatovat velmi riizné hodnoty. Nicméné nejvyssi
hodnota celkového povrchové energie (62,44 mJ/m?) byla opét prokdzdna u vzorku

Z/CH/5SML/2T, stejné jako v ptipad€ hodnot ziskanych dle OWRK modelu (Tab. 7).

Tab. 8 Hodnoty povrchové energie filmu na bazi zein/chitosan

(model WU)
WU
Vzorek Ytot [mJ/m?] | ya [mJ/m?] | yp [mJ/m?]
Z/CH 3494+ 2,18 7,69+1,39 |27,25+3,57
Z/CH/3ML 58,40 £ 2,73 5,11 £0,75 | 53,29 £3,45
Z/CH/3EU 46,94 £ 0,77 |16,00=0,67 | 30,94+ 1,10
Z/CH/4EU 57,29 £ 2,48 8,08+0,47 | 49,20 £2,68
Z/CH/3ML/2EU | 31,34+0,86 | 843+0,88 |22,91+1,23
Z/CH/4AML/2EU | 55,09+1,77 | 6,04+0,58 | 49,05+ 1,38
Z/CH/SML/2EU | 58,41 +2,63 0,07+ 0,96 | 58,34 + 3,09
Z/CH/30 44,69+ 0,23 |20,15+0,95 | 24,54 £ 0,81
Z/CH/3ML/20 54,23 + 1,87 8,69 £0,75 | 45,54 £2,25
Z/CH/SML/20 28,64 £2,10 | 6,13+1,46 |22,51+3,53
Z/CH/3T 61,14 +£2,69 | 16,33 +£0,91 | 44,81 + 3,60
Z/CH/SML/2T 62,44 + 3,68 1,14+0,41 | 61,30 4,00
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V ramci vypracovani experimentalni ¢asti bylo v planu hodnoceni povrchovych vlastnosti 1
dle modelu Acid-base, ktery také predpokladd dvé komponenty povrchové energie, ale
vyuziva pro stanoveni tfi referen¢nich kapalin. BohuZel stanoveni pro tieti kapalinu nakonec
nemohlo byt realizovano, jelikoZ bylo obtizné nadavkovat nastaveny vétsi objem kapky
(5 pl) rozpoustédla diiodomethanu. Z toho divodu pro vyhodnoceni chybéla nepolarni
kapalina, coz mohlo znesnadnit urceni disperzni slozky povrchové energie a obecné snizit

spolehlivost celého stanoveni.

KaZzdopadné, srovnanim vzorkli polymernich filmG bez a s obsahem chitosanu lze
konstatovat, ze doslo ve vétSin€ piipadi ke zvySeni kontaktnich thli a tedy ke snizeni
smacivosti povrchu, jak dokladd Obr. 28 (kontrolou jsou v uvedeném grafu filmy bez
modifikace aktivnimi latkami).
90,00

mz
80,00

m Z/CH
70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00
3T

Kontrola  3EU  3ML/2EU 4ML/2EU 5ML/2EU

Kontaktni uhel pro vodu [°]

Obr. 28 Srovnani kontaktnich uhlu
7.4 Antimikrobialni ucinky
Filmy na bazi zeinu s pfidavkem aktivnich latek jsou vyuzivany ptedevsim pro tzv. aktivni
obaly, kterym je vénovana kapitola 4 této prace. Z ditvodu hydrofilni povahy vétSiny
proteinovych filml, dochéazi k uvoliiovani aditivnich a bioaktivnich sloucenin, coz ¢ini tyto
materidly velmi perspektivnimi pro mnohé aplikani oblasti. Antimikrobialni ucinek
aditivnich latek jako jsou EO a monoacylglyceroly je rovnéz popséan v kapitole 4. Pro

testovani antibakterialnich a antifungélnich vlastnosti vybranych vzorka filmi obsahujicich

kombinace eugenolu a monolaurinu byla vyuzita metoda agar difizniho testu.
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7.4.1 Antibakterialni u¢inky

V Tab. 9 jsou uvedeny inhibi¢ni zény testovanych vzorkli, na zaklad¢ kterych lze
konstatovat, ze kontrolni zeinové filmy nevykazovaly antibakteridlni u¢inek vaci Zadnému
z testovanych druhti bakterii, podobné jako uvadi studie Kashiri a kol. [55]. Z vysledk je
patrné, ze testované vzorky vykazuji vyznamny ucinek jak proti grampozitivnim bakteriim
(G"), tak proti gramnegativnim bakteriim (G (vyjma vzorku SML/2EU). Nizsi
antibakterialni ucinek vSech vzorkl proti Escherichia coli (G) muze byt zpiisoben
rozdilnym charakterem bunééné stény G a G* bakterii. Zatimco bunééna sténa G* bakterii
obsahuje hlavné¢ peptidoglykan s malym mnozstvim proteind, bunécnd sténa G-

mikroorganismu je slozitéjsi a obsahuje vnéjsi stabilnéjsi lipopolysacharidovou vrstvu, ktera

zvysuje jejich odolnost ve srovnani s G* [42].

Tab. 9 Velikosti inhibicnich zon zeinovych filmii viici bakteriim

Inhibi¢ni zéna [mm]
Vzorek Staphylococcus aureus Escherichia coli
Z — —

Z/3EU 11,3+0,5 14,0+ 1,0
Z/3ML/2EU 223+0,3 10,0+ 0,0
Z/3ML/3EU 24,7+0,3 15,0+0,0
Z/AML/2EU 17,3+0,3 7,0+0,0
Z/SML/2EU 20,7+ 0,7 —

— 7adna inhibi¢ni zéna

Pti srovnani vzorkl Z/3EU a Z/3ML/3EU muzeme konstatovat, ze po piidani monolaurinu
do matrice filmi vyznamné vzrostl u¢inek proti G* bakterii a také mirné proti G™ pti totozné
koncentraci eugenolu. Zaroven lze tvrdit, Ze pifi vy$$i koncentraci eugenolu se zvysil
inhibi¢ni G€inek proti G bakteriim, jak dokladé srovnani vzorkti Z/3ML/2EU a Z/3ML/3EU.
Utinnost eugenolu v zeinovych filmech je také potvrzena ve studii Boyaci a kol. [56], kde
byl zkouman vliv ptidavku EO proti patogennim bakteriim Listeria innocua a Escherichia
coli. OvSem nebyl prokazan dalsi vyznamny rist inhibi¢niho uc¢inku filml s eugenolem pfi
zvySujici se koncentraci monolaurinu.

v

Ze vsech testovanych vzorkl se jako nejoptimalnéjsi jevi kombinace s 3% monolaurinu a
3% eugenolu, coz dokazuji nejvétsi inhibini zony 24,7 mm vici bakterii S. aureus a 15 mm
vuci E. coli.

Pozitivni vliv pfidavku monolaurinu na inhibi¢ni u¢inek, zejména vi¢i G bakterii S. aureus,

1ze pozorovat na srovnani vysledka agar difizniho testu (Obr. 29 a 30).
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Obr. 30 Inhibicni zony vzorkii Z/3EU a Z/3ML/3EU proti Escherichia coli

7.4.2 Antifungalni u¢inky

Vzorky filml obsahujici kombinace aktivnich latek eugenolu a monolaurinu byly testovany
také vaci plisnim a kvasinkam. Dle vysledkt uvedenych v Tab. 10 mizeme konstatovat, Ze
kontrolni zeinové filmy, podobné jako v pfipadé€ bakterii, nevykazovaly Zadnou aktivitu.
Inhibi¢ni U€inky proti Aspergilus sp. se nepotvrdily ani u vzorku obsahujici eugenol bez
monolaurinu. Ve vSech ostatnich vzorcich lze potvrdit antimikrobidlni ucinek jak proti
plisnim, tak proti kvasinkam. Z Tab. 10 je patrné, Ze zvySujici se koncentrace monolaurinu

nezarucuje vyssi antifungalni aktivitu.
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Ze vsech nami testovanych filmia se opét jako nejoptimalnéjsi kombinace aktivnich latek
jevi vzorek s obsahem 3 % monolaurinu a 3 % eugenolu, coz dotvrzuji i nejvétsi inhibi¢ni
z6ny, které byly 19,7 mm proti kvasince Candida albicans a 18,3 mm proti plisni Aspergillus
sp. Na zékladé tohoto zjiSténi lze potvrdit synergicky Uc¢inek mezi eugenolem a
monolaurinem pii tomto konkrétnim zastoupeni v polymerni matrici zeinu.

Tab. 10 Velikosti inhibicnich zon zeinovych filmii viici
plisnim a kvasinkam

Inhibi¢ni z6na [mm]
Vzorek Candida albicans Aspergillus sp.
V4 — —
Z/3EU 11,3+0,5 —
Z/3ML/2EU Neméieno Neméieno
7Z/3ML/3EU 19,7+0,3 183+0,3
Z/AML/2EU 12,3+0,3 12,0 +£0,0
Z/5SML/2EU 15,0+0,0 11,3+0,3

— zadna inhibi¢ni zona
Na fotografiich (Obr. 31 a 32) lze pozorovat srovnani vysledkd antimikrobidlnich G¢inkd
mezi vzorky obsahujicimi v prvnim ptipadé pouze 3 % eugenolu a v druhém 3% eugenolu a
3 % monolaurinu proti vybranym druhtim kvasinek a plisni. Vyznamny rozdil je patrny
zejména v pusobeni proti Aspergillus sp., kdy bez pfitomnosti monolaurinu nebyla

prokazana zadna inhibi¢ni zéna (Obr. 32).

Obr. 31 Inhibicni zony vzorku Z/3EU a Z/3ML/3EU proti Candida albicans
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Obr. 32 Inhibicni zony vzorku Z/3EU a Z/3ML/3EU proti Aspergillus sp.

7.5 FTIR analyza

Vzijemné interakce mezi zeinovym polymerem a vybranymi aktivnimi latkami byly
analyzovany prostiednictvim FTIR-ATR spektroskopie (Obr. 33). Na spektrech kontrolniho
zeinového filmu (Obr.33 a) lze vidét piky charakteristické pro tento polymer odpovidajici
amidu I, II a III, tj. 3290 cm™ (-NHy), 1645 cm™ (C=0), 1538 cm! (N-H, C-N). Pik
1645 cm™! potvrzuje piitomnost vyssiho mnoZstvi a-§roubovicové sekundarni struktury. Na
druhou stranu, strukturu B nelze ze ziskaného spektra detekovat, z diivodu absence pikl pfi
1614 cm™ a 1631 cm™ [57]. Spektrum vzorku s obsahem monolaurinu (Obr. 33 b) ukazuje
pritomnost pikdl charakteristickych pro tuto strukturu [58], tedy piky pfi 2957 cm™,
2849 cm™ a 1729 ecm! odpovidajici C=0 a C-O vazbam. Srovnanim se spektrem vzorku
obsahujiciho krom¢é monolaurinu tymianovy EO nebyly prokazany zddné zasadni zmény.
Lze ptedpokladat, ze ester kyseliny laurové hral dominantni roli pfi interakci s nosnym
polymerem zeinem. Tento fakt je zfejmy i ze zvéEtSujicich se ptisluSnych piki pfi rostouci

koncentraci monolaurinu z 3 na 4 %hm ve smési (Obr. 33 b) a ¢)).
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Obr. 33 FTIR-ATR spektra pro a) kontrolni vzorek zeinu b) Z/3ML c) Z/4ML/2T

7.6 SEM analyza

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byl sledovan vliv aktivnich latek eugenolu
a monolaurinu na povrch a strukturu zeinovych filmi. Na obrazku (Obr. 34) je zobrazen
snimek kontrolniho zeinového filmu, tedy bez pfitomnosti aktivnich latek, ktery ma
viceméné kompaktni homogenni strukturu. Na fezu kontrolniho filmu (Obr. 34 vlevo) lze
vidét pouze malé mnozstvi mensich prasklin, zptisobené pravdépodobné pomérmné kiehkou
strukturou zeinovych filmt. Podobny jev, ale v mnohem vétSim rozsahu, byl sledovan ve
studii autorti Pereira a kol. [46]. V préci [56] byly v povrchové morfologii zeinovych filma
prokazany dvé odlisné faze, coz indikuje proces fazové separace mezi polymerem a

pouzitym plastifikatorem (glycerolem).

Na Obr. 35 1ze vidét snimky fezu a povrchu vzorku zeinu po ptidani aktivni latky eugenolu.
Na prvni pohled jsou viditelné zasadni morfologické zmény v porovnani s kontrolnim
filmem v podobé p6rh o priiméru cca rovnomérné dispergovanych v zeinové matrici. Doslo
zde takeé k redukeci trhlin, které se vyskytovaly v kontrolnimu. Ve studii [46] byl prokazan
ptiznivy vliv rostouci koncentrace eugenolu (na koncentraci srovnatelnou s nasim vzorkem),
podporujici vznik silnéjSich interakci mezi polymerem a aktivni latkou. Tento fakt byl
v souladu s nasimi vysledky, vzorky vykazovaly mnohem kompaktné;jsi strukturu s mensim

stupném poérovitosti (Obr. 35).
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Na poslednim Obr. 36 lze vidét snimky filmu s pfidavkem kombinace aktivnich latek,
eugenolu a monolaurinu. Pfi srovnani Obr. 35 a Obr. 36 je pozorovatelny vyznamny rozdil
ve struktufe testovanych filml. Pfidavek monolaurinu zptsobil vznik nepravidelné
Hlistovité  struktury, ktera mulze byt disledkem polymorfniho charakteru
monoacylglyceroli mastnych kyselin. Na fezu (Obr. 36 a) tohoto vzorku lze vidét, Ze
zminéna ,listovita* struktura je nashromazdéna ptredev$im v horni ¢asti filmu, zatimco
v objemu jsou zietelné pory zplisobené piitomnosti eugenolu. Zjist€né morfologické zmény
se projevily na mechanickych vlastnostech (diskutovanych v kapitole 7.2), zejména na

poklesu pevnosti v tahu oproti referencnimu zeinovému filmu (viz Obr. 16).

Obr. 35 SEM vezu (vlevo) a povrchu (vpravo) vzorku Z/3EU
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Obr. 36 SEM rezu (vievo) a povrchu (vpravo) vzorku Z/3ML/3EU
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ZAVER
Cilem diplomové prace byla piiprava a charakterizace filml na bazi zeinu, resp. zeinu a
chitosanu s obsahem vybranych aktivnich latek, konkrétn¢ esencialnich olejii tymianu,

oregana a eugenolu, hlavni U¢inné slozky skotficového oleje, a také monoacylglycerolu

kyseliny laurové.

Zatimco filmy na bazi samotného zeinu byly homogenni a viceméné¢ kompaktni, ptidavek
chitosanu k zeinu negativné ovlivnil homogenitu filmi, coz zasadn¢ ovlivnilo jejich vzhled
i vysledné vlastnosti. Mechanické zkousky prokazaly, ze modifikaci aktivnimi latkami doslo
k poklesu pevnosti v tahu, ziejmé z divodu morfologickych zmén v podobé porid a
nepravidelné ,,listovité* struktury, které byly potvrzeny na snimcich ze SEM mikroskopie.
V ptipad€ zeinovych filmi se jako nejslibnéjsi projevily vzorky s obsahem eugenolu a
monolaurinu v riznych koncentracich, které vykazovaly taznost v praméru 356 %, tedy o
97 % vice ve srovnani s referenci. Obecné byl u vSech vzorkl prokazan vliv ptidavku
monolaurinu na zvySeni flexibility a pruznosti filmd. Filmy na bazi zeinu a chitosanu
vykazovaly hodnoty pevnosti v tahu vyssi, zatimco hodnoty prodlouzeni se mirné snizily,

1ze ale konstatovat, ze ptidavek chitosanu mél na mechanické vlastnosti spise pozitivni vliv.

Pti studiu povrchovych vlastnosti bylo zjisténo, Ze modifikace zeinovych filmi pomoci
vybranych aktivnich latek méla za nasledek zvySeni hodnot povrchovych energii oproti
kontrolnimu filmu, coZ indikuje vys$§i smacivost. U vzorki na bazi zeinu a chitosanu se vSak

tento trend nepotvrdil, nejspise kviili $patné homogenité vzork.

Pro testovani antimikrobialnich G€inkti byly vybrany vzorky filmt na bazi zeinu s riznou
koncentraci eugenolu a monolaurinu. Bylo zji$téno, Ze zminéné filmy vykazuji vySsi
G&innost proti G* bakteriim, zatimco zastupce G™ E. coli prokéazala vyssi odolnost. Déle byla
testovana uc€innost proti plisnim a kvasinkdm, kde se pozitivné projevil piidavek
monolaurinu v kombinaci s eugenolem. Pfi komplexnim zhodnoceni v§ech zminénych test

v

se jako nejoptimalnéjsi jevi kombinace s 3% monolaurinu a 3% eugenolu.

Vliv aktivnich latek ptitomnych v zeinovych filmech byl analyzovan také metodou FTIR.
Ze srovnani spekter vyplyva, Ze u filmu obsahujici 3 % monolaurinu doslo ke vzniku novych
pikid, které signalizuji interakci mezi zeinem a monolaurinem. Vzhledem k tomu, Ze
u spektra vzorku obsahujiciho kromé& monolaurinu tymidnovy EO nebyly prokazany zadné
zasadni zmény, lze pfedpokladat, Ze pro interakci s polymerem hraje dominantni roli

monolaurin.
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Zavérem lze fici, ze byly pfipraveny zeinové filmy s dostatecnou antimikrobidlni aktivitou,
jejichz mechanické a povrchové vlastnosti jsou ovlivnény piitomnosti esencialnich oleji a
esterem kyseliny laurové. Tyto systémy by mohly byt, vzhledem k charakteru vyuzitych

materiadlti, aplikovany napiiklad pro vyrobu aktivnich jedlych potravinaiskych obali.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK Aminokyselina

ATP Adenosintrifosfat

B. Bacillus

CMC Karboxymethylceluldza

CO, Oxid uhlicity

DA Stupeni deacetylace

E Celkové protazeni pfi pretrzeni
E. Escherichia

EO Esencialni olej

EU Eugenol

FTIR Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
G Gramnegativni

G" Grampozitivni

GC Plynova chromatografie

HLPC Vysokoucinna chromatografie
CH Chitosan

IR Infracervené zareni

kDa Kilodalton

Kol. Kolektiv

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
ML Monoacylglycerol kyseliny laurové
NaCl Chlorid sodny

NaOH Hydroxid sodny

NH3" Amonny kation

NMR Nukledrni magnetickd rezonance
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O

PD

PS

PVB

SDS

SEM

SFE

TEM

TLC

TS

Uuv

Oregano

Deformace pfti vpichu

Pevnost pii vpichu

Polyvinyl butyral

Staphylococcus

Dodecylsulfat sodny

Skenovaci elektronovy mikroskop
Superkriticka fluidni extrakce
Tymian

Transmisni elektronovy mikroskop
Tenkovrstva chromatografie
Tahova sila

Ultrafialové zareni

Zein
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