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ABSTRAKT

Nanomateridly predstavuji moderni prostfedky s Sirokym potencidlem pro aplikaci v potravinaistvi.
Chitosanové nanocastice s enkapsulovanym esencialni olejem z tymianu (Thymus vulgaris), kterymi se
zabyva tato prace, byly aplikovany na mandarinky jako ochranny prostiedek s cilem prodlouzeni trvanlivosti
a zajiSténi antimikrobialni odolnosti. Nanocastice byly syntetizovany metodou iontové gelace, velikost byla
charakterizovana metodami DLS a AFM, stabilita pomoci Zeta potencialu. Na mandarinky byly nanocéstice
aplikovany ve formé ochranného posttiku. V pribéhu skladovani bylo pozorovano uspésné prodlouzeni

trvanlivosti a zvySeni antimikrobialni odolnosti oSetfenych mandarinek ve srovnani s kontrolni skupinou.
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ABSTRACT

Nanomaterials represent modern tools with a wide potential for application in the food industry. Chitosan
nanoparticles encapsulating thyme essential oil (Thymus vulgaris), which is the focus of this study, were
applied to mandarins as a protective agent to extend shelf life and ensure antimicrobial resistance.
The nanoparticles were synthesized using the ionic gelation method, with size characterized by DLS and AFM
techniques, and stability assessed by Zeta potential. The nanoparticles were applied to mandarins
as a protective spray. During storage, successful shelf life extension and enhanced antimicrobial resistance

of treated mandarins were observed compared to the control group.
Keywords: bitter taste, anti-nutritional substances, oak, acorn

UVOD

Nanomaterialy je mozné definovat jako latky, jejichZz rozméry se pohybuji v rozmezi 1-100 nm alespon
v jedné dimenzi (Mulvaney, 2015). Predstavuji moderni prostfedky s potencidlem pro zlepSovani kvality
potravin, prodlouZeni jejich trvanlivosti a zvySeni udrzitelnosti. Polymerni nanocastice z biopolymert se diky
schopnostem tvofit kapsle, sférické nanocCéstice a nanofilmy pouzivaji pro syntézu enkapsulovanych

a nosicovych systému (Pulingam et al., 2022). Biopolymery sacharidového nebo proteinového charakteru,
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které jsou netoxické a biodegradovatelné mohou slouzit jako potencidlni ndhrada bézné pouzivanych
obalovych materidlii ze syntetickych plastti (Xing et al., 2019). Pro posileni antimikrobialnich a konzervacnich
ucinkid se vyzkum zaméfuje na syntézu a vyvoj aktivnich oballl s inkorporovanymi biologicky aktivnimi
latkami (Mihindukulasuriya, Lim, 2014). Biologicky aktivni latky pisobi jako pfirodni antioxidanty a maji
antimikrobialni vlastnosti (Wei, Huang, 2019). Kvili jejich nizké stabilité a Spatné rozpustnosti je nelze
v potravinarstvi pouzivat piimo. Enkapsulace citlivych slozek pfispiva k jejich ochrané proti neptiznivym
vnéjSim vlivim a umoziluje jejich fizené uvoliiovani pro poZadovany antimikrobidlni Gc¢inek. (Gomez-
Mascaraque et al., 2017).

Chitosan je polysacharid, ktery se ziskdva ¢asteCnou deacetylaci chitinu pfitomného ve schrankach korysu,
krabli a hmyzu. Jedna se o biomaterial z obnovitelnych zdroja, ktery je diky svému ptivodu netoxicky,
biodegradovatelny a biokompatibilni (Haghighi et al., 2020). Diky schopnostem vytvéret filmy, kulovité
Castice a vysoké enkapsulacni kapacité¢ je chitosan atraktivni materidl pro vyuziti v nanotechnologii

(Mohammadi, Hashemi, Hosseini, 2016).

Esencidlni olej ztymidnu (Thymus vulgaris) disponuje antimikrobidlnimi vlastnostmi zejména diky

ptitomnosti fenolickych slouc¢enin thymol a karvakrol (Amiri, 2012).

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Chitosan s nizkou molekulovou hmotnosti (LMW), tripolyfosfat sodny (TPP) Cistoty 85% a Tween 20 byly
zakoupeny u spolecnosti Sigma Aldrich. Kyselina octova 99% byla zakoupena u spole¢nosti Penta. Esencialni
olej z tymidnu (TEO) byl zakoupen u ¢eské firmy Nobilis Tilia. BIO mandarinky odriidy Clemenules byly

zakoupeny v obchodnim Fetdzci Lidl, zemé ptivodu Spanélsko.

Syntéza nanocastic

Nanocastice s enkapsulovanym esencidlnim olejem z tymidnu byly piipraveny dvoukrokovou syntézou.
Prvnim krokem bylo vytvofeni emulze TEO ve vodném roztoku chitosanu. Zasobni roztok chitosanu
o koncentraci 0,5% byl vytvofen rozpuSténim LMW chitosanu v 1% roztoku kyseliny octové. Pro vytvofeni
emulze bylo nejprve smichano 25 mg TEO a 60 mg Tween 20, ktery slouzil jako surfaktant, ve vhodné
kadince. Poté bylo pomalu ptfikapavano 20 ml roztoku chitosanu za stalého michani rychlosti 600 otacek
za minutu. Pro zlepSeni stability vytvofené emulze byl poté pouzit homogenizator po dobu 5 minut a rychlosti

13 000 otacek za minutu. DalSich 30 minut byla smés michdna rychlosti 600 otacek za minutu.

Ve druhém kroku byla iniciovana tvorba nanocastic procesem iontové gelace chitosanu a TPP, doslo
k zesitovani a tvorb& nanokapsli reakci kladn& nabitych NH3" skupin chitosanu se zaporn& nabitymi
fosfatovymi skupinami TPP. 0,1% zésobni roztok TPP byl vytvofen rozpusténim TPP ve vodé. K tvorbé
nanocastic doslo samovoln¢ v pritbéhu pomalého ptikapavani roztoku TPP do vytvoiené emulze za stalého

michani, jehoz rychlost byla postupné zvySovana v zavislosti na odkapaném objemu. Hydrofobni TEO byl
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uzavien do vzniklych nanokapsli. Objemovy pomér roztoku TPP a emulze TEO v roztoku chitosanu byl 1:1.

Pro zvySenti stability byly vzniklé nanoc¢astice michany rychlosti 650 otacek za minutu do dalsiho dne.

Charakterizace nanocastic
Velikost nanocastic byla méfena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS) a fotografie byly pofizeny
pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM). Stability nanocastic byla charakterizovana pomoci Zeta

potencialu. DLS a Zeta potencial byly méfeny pomoci pfistroje ZetaSizer Nano ZS firmy Malvern.

Me¢éfeni velikosti metodou DLS je zaloZeno na ndhodném Brownovu pohybu nanocastic za ozatfeni laserovym
paprskem a sledovani zmény intenzity rozptylené¢ho svétla v zavislosti na rychlosti pohybu ¢astic. Zmétena
intenzita je poté vyhodnocena pfistrojem a prevedena na hydrodynamicky polomér ¢astic. Tato metoda je
vhodna vyhradné pro ¢astice kulovitého tvaru (de Kanter et al., 2016). Zeta potencial je indikatorem stability
systému. Pokud maji vSechny pfitomné castice vyssi kladny nebo zdporny Zeta potencial, maji tendenci se
vzajemné odpuzovat a nebude dochazet ke shlukovani a agregaci. Jako stabilni jsou povazovany systémy

s hodnotami niz§imi nez —30 mV a vyS§imi nez 30 mV (Malvern Panalytical, 2024).

Pro ucely méfeni DLS a Zeta potencidlu nebyly nanocastice nijak upravovany. Pro ucely pofizeni snimki
pomoci AFM byly nanocastice prociStény tydenni dialyzou, byly pouzity dialyza¢ni trubice z regenerované

celuldzy o propustnosti 35kDa. Potizeni snimkit AFM probehlo na CEITEC MUNL

Aplikace ochranného postriku

Syntetizované nanocastice byly aplikovany jako ochranny postiik na 20 BIO mandarinek, které byly ndhodné
rozdeleny do Ctyr skupin po péti kusech. Pied aplikaci postiiku nevykazovala zddnd z mandarinek znamky
mikrobialni kontaminace nebo mechanického poSkozeni. Prvni skupina péti mandarinek byla skupina
kontrolni (K), bez posttiku. Druha skupina byla oSetfena jednou vrstvou nanocastic s enkapsulovanym TEO
(T:1V), treti skupina dvéma vrstvami nanocastic s enkapsulovanym TEO (T:2V) a ¢tvrtd skupina tfemi
vrstvami nanocastic s enkapsulovanym TEO (T:3V). Mandarinky byly nasklddany do plastové nadoby
v dostatecnych rozestupech, aby nedoslo ke kiizové kontaminaci a umistény do mistnosti se stalou teplotou
arelativni vlhkosti vzduchu, hodnoty byly zaznamendvany digitalnim teplomérem Sencor. Experiment

probihal celkem 24 dni.

Pozorovano bylo primarné kazeni mandarinek a rozvoj plisn€. Déle pak jiné, zrakem, hmatem ¢i ¢ichem

zjistitelné zmény, které se projevily v priib&hu experimentu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Velikost nanocastic

Dle métfeni metodou DLS byla velikost nanocastic 92+41 nm. Obrazek 1 A zobrazuje velikostni rozdéleni
,2humber*, kdy je hodnota ziskana pfepoctem pies nejmensi namétenou velikost. Nanocastice jsou definovany
jako latky s rozméry do 100 nm, Ize tedy konstatovat, Ze syntetizované nanocastice tento velikostni limit
spliuji.
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Obrazek 5: Velikost nanocastic s enkapsulovanym TEO dle DLS (), AFM snimek nanocastic s enkapsulovanym
TEO (B)

Snimek potizeny pomoci AFM, Obrazek 5 B zieteln¢ zobrazuji, Ze syntetizované nanocéstice maji kulovity
tvar. Oproti vysledkiim ziskanych metodou DLS Ize vidét, Ze velikost nanoc¢astic na pofizeném snimku je
mensi. Nepfesnosti pfi méfeni metodou DLS mohla zpisobit vysokd koncentrace nanocastic a piipadna
pritomnost drobnych necistot a prachovych ¢astic ve vzorku. Fotografie nanocastic vzdy predstavuji nejvice

piesny vysledek a predavaji pravdivé informace o velikosti a tvaru.

Stabilita nanodéastic
Naméfend hodnota Zeta potencidlu nanocastic s enkapsulovanym TEO byla 42 mV. Hodnota je kladna
v diasledku prevazujiciho kladného naboje chitosanu. Jedna se o hodnotu vyssi nez 30mV, vznikly systém je

tedy mozné oznacit za vysoce stabilni.

Pribéh mikrobidlniho kaZeni mandarinek
Pozorovani postupu mikrobidlniho kazeni a dalSich zmén na nanopostiikem oSetfenych mandarinkach
probihalo celkem ¢tyii tydny, zaznam byl provadén denné, kromé vikendt. Primérma teplota ve skladovaci

mistnosti byla 17,7 °C a priimérna relativni vlhkost byla 32,2 %.

V prvnim tydnu se objevily prvni zndmky kaZzeni mandarinek. Proces vzdy zacinal od kontaktni plochy
mandarinky s podlozkou, prvni fazi bylo zméknuti slupky, poté se projevila bila pliseni. Koncem prvniho
pozorovaciho tydne se bild pliseii objevila na jedné mandarince z fady K a na jedné mandarince T:3V.

Na ostatnich mandarinkach nebyly pozorovany zadné zmény.

V priibéhu druhého tydne postupovalo kazeni nejrychleji. Pliseni se objevila na dalSich tfech mandarinkach
z fady K. Kromé bilé plisn¢€ se objevila i pliseni zelend a byly pozorovany prvni znamky scvrkdvani a zmény
barvy mandarinek. V fadé€ T:3V se objevila pliseni na jedné dal$i mandarince a objevily se znamky scvrkavéani

a zmény barvy v okoli stopky. Na ostatnich mandarinkach nebyly pozorovany zadné zmény.

V prubéhu tietiho tydne se na jiz zkazenych mandarinkach vyraznéji projevily znaky mikrobidlniho rozkladu.

Dochazelo k vyraznému scvrkavani, hnédnuti a porastani plisn¢ i na horni stranu mandarinek. Doslo také
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k vyraznému rozsifeni mikrobidlniho zapachu. Na nezkazenych mandarinkéach se zacaly projevovat znamky

vysychani — svrasténi slupek, ztvrdnuti a scvrkavani.

V priibéhu ctvrtého tydne jiz nebyly pozorovany zadné vyrazné zmény, nejvice se projevilo vysychéani
a tvrdnuti nezkazenych mandarinek. Obrazek 6 zobrazuje stav mandarinek prvni (A) a posledni (B) den
experimentu, oranzov¢ jsou oznaceny plesnivé mandarinky. Obrazek 7 pak zobrazuje detail nékterych

plesnivych mandarinek.

Obrazek 7: Detailni fotografie nekterych plesnivych mandarinek

ZAVER

Syntéza chitosanovych nanocastic s enkapsulovanym TEO probéhla uspésné. Charakterizace metodami DLS,
Zeta potencialu a AFM prokazala, Ze syntetizované nanoc¢astice mély pozadovanou velikost, kulovity tvar
a dostatecnou stabilitu. Jejich aplikace jako ochranny postfik na mandarinky prokézala schopnost ochrany
proti nepiiznivym mikrobialnim vliviim a tim prodlouZeni jejich trvanlivosti. NejlepSich vysledka dosahly
jedna a dvé vrstvy nanopostiiku, ze skupin T:1V a T:2V nezplesnivéla Zadna mandarinka. Ze skupiny T:3V
se plisen objevila na dvou mandarinkdch, tii vrstvy postiiku tedy nedoséhly tak dobrych vysledkd. To mohlo
byt zptisobeno vysokym obsahem vody ve tfech vrstvach nanoposttiku. Vyse uvedené skladovaci podminky
zpusobily postupné vysychani a scvrkdvani mandarinek. Syntetizovany nanopostiik nedisponoval zadnymi

bariérovymi vlastnostmi, které¢ by mohly vysychani zabranit.
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