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ABSTRAKT

Cil této diplomové prace spocival v navrhnuti inteligentniho indikatoru pH pro balené
potraviny. Inteligentni baleni pifedstavuje novou skupinu obali, které jsou schopny
prostiednictvim riznych indikatord poskytovat spotfebitelim informaci o kvalit¢ balenych
potravin v realném Case. V teoretické ¢asti byla vypracovana reSerSe na téma inteligentni baleni
s dirazem na indikétory Cerstvosti. Mensi ¢ast byla vénovana problematice kazeni potravin.
Dtrraz byl kladen i na popis hlavnich komponent funkéni vrstvy, a na problematiku sitovani
chitosanu. V ramci experimentalni ¢asti bylo studovano sitovani chitosanu V prostiedi
polyvinylalkoholu pomoci vanilinu. U pfipravenych vrstev byla sledovana jejich rozpustnost
a stupen zesiténi, ktery byl stanoven pomoci ninhydrinové metody. Pro vytvofeni
kolorimetrického indikatoru pH byl do kompozice vpraven extrakt anthokyani, ktery byl ziskan
extrakci z ¢erveného zeli. Byly pfipraveny celkem 3 extrakty anthokyant, u kterych byla
stanovena celkova koncentrace anthokyani metodou diference. U pfipravenych vrstev byla
spektrofotometricky hodnocena jejich barevna reakce pii pusobeni rtiznych koncentraci
plynného amoniaku. Sledovana byla také stabilita vrstev v case. Posledni Casti experimentu
byla aplikace pfipravenych vrstev do baleni s redlnym masem.

KLICOVA SLOVA

inteligentni baleni, indikator pH, chitosan, vanilin, anthokyany, amoniak, balené potraviny

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to design an intelligent indicator of pH value for food
packaging. Intelligent packaging is a new group of packaging that is able to provide costumers
real-time information on the quality of packaged food through various indicators. In the
theoretical part, a search was made on the topic of intelligent packaging with emphasis
on freshness indicators. A smaller part was devoted to the issue of food spoilage. Emphasis was
also placed on the description of the main components of the functional layer, and on the issue
of chitosan crosslinking. In the experimental part, the crosslinking of chitosan with the addition
of polyvinylalcohol using vanilin was studied. Prepared layers were monitored for their
solubility and degree of crosslinking, which was determined using the ninhydrin method.
To create a colorimetric pH indicator, an anthocyanin extract obtained by extraction from red
cabbage was incorporated into the composition. A total of 3 anthocyanin extracts were
prepared, for which the total anthocyanin concentration was determined by the difference
method. The color of the prepared layers was evaluated spectrophotometrically under the action
of various concentrations of the ammonia gas. The stability of the layers over time was also
monitored. The last part of the experiment was the application of the prepared layers
in a package with real meat.
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1 UVOD

Baleni potravin je jednim z klicovych prvku produktu z pohledu spotiebitele, a hraje velmi
dalezitou roli pfi modernim komerénim obchodovani. Obal zachovava kvalitu a bezpecnost
potravin, usnadiiuje piepravu, zabraniuje poskozeni a ztrdtdm produktu, snizuje ekonomické
ztraty a pomaha pti marketingu produktu [1].

V poslednich desetiletich si spotiebitelé stile vice uvédomuji, co jedi. Kromé toho,
7e poZaduji minimalné zpracované a vysoce vyzivné potraviny, pozaduji také chemicky
spotiebitelt vedou potravinatsky primysl k vyvoji novych typii obalovych materiali, které jsou
kromé ochrany potravin pied vnéjSim prostiedim navic schopny zvysit skladovatelnost
produktu (aktivni baleni) nebo komunikovat se spotiebitelem z hlediska bezpec¢nosti
a Cerstvosti produktu (inteligentni baleni) [2]. Za timto ucelem jsou dnes Siroce vyvijeny
inteligentni balici systémy, zaloZzené na kolorimetrickych indikatorech. Tyto indikatory jsou
schopny poskytovat spotfebitelim informaci o kvalit¢ balenych potravin v realném case
prostfednictvim senzord nebo indikatort, a to zejména indikatorti pH [1].

Kdyz se ur¢ita potravina zacne kazit, dojde ke zméné pH, a tuto zménu Ize sledovat pomoci
indikéatoru pH, ktery je zabudovan na pevném nosi¢i nebo na samotném obalovém materialu.
Pii vyuziti kolorimetrického indikatoru se zména v indikatoru pH promitne do zmény barvy,
kterou nasledn¢ spotiebitel pozoruje. Takové indikatory jsou Casto vyuzivany pro syrové ryby
nebo masné vyrobky, protoze béhem procesu hniloby zvySuji své pH v dusledku ristu
mikroorganismd, které produkuji slouc¢eniny dusiku.

Ackoli vétsina indikatora Cerstvosti zaloZzenych na indikaci zmén pH vyuziva synteticka
barviva, v poslednich letech se vyzkum zaméfuje na moznosti nahrady syntetickych barviv
za ptirodni indikatory pH, pfevazné pak na extrakty anthokyani ziskanych z rostlin. Kromé
piirodniho ptivodu maji anthokyany oproti syntetickym barviviim i fadu dalSich vyhod — jsou
netoxické, v prirodé Siroce distribuované, tedy snadno dostupné, a jejich ziskavani je pomérné
levné [2].



2 TEORETICKA CAST

2.1 KaZeni potravin

Téma bezpeCnosti potravin uzce souvisi s vefejnym zdravim. Kvili Castym otravam
potravinami a $ifeni nemoci prenasenych potravinami, maji lidé ohledné bezpe¢nosti potravin
obavy. Tyto incidenty vedly nejen k obrovskym ekonomickym ztratam, ale staly se také

skrytym nebezpecim, které ohrozuje vefejné zdravi [3].

Zkazeni potravin je definovano jako zména kvality potravin, ktera je ¢ini nevhodnymi
ke konzumaci, at uz lidmi nebo zvifaty. Indikatorem znehodnoceni potravin muze byt
nezadouci zédpach a zména struktury ¢i vzhledu. Jedna se o sloZity proces zptisobeny rtiznymi
pri¢inami, které 1ze obecné rozdélit na mikrobiologické, chemické, nebo fyzikalni.

Mikroorganismy jsou vSudypfitomné a jsou nejcast&jsi pri¢inou kazeni potravin. Jelikoz jsou
prilis malé pro pozorovani pouhym okem (s vyjimkou plisni), miize napadeni potravin
bakteriemi ¢1 kvasinkami ziistat bez povSimnuti. Kolonizace potravin kazicimi mikroby probiha
riznymi zpisoby, v zavislosti na druhu jidla. Potraviny s vysokym obsahem vody, jako
je maso, mléko a moiské plody, se snadno zkazi bakteriemi, na rozdil od potravin s nizkym
obsahem vody, které byvaji znehodnoceny obvykle plisnémi [4].

Existuje mnoho zdroji mikrobidlnich invazi v potravinach. V prvni fadé je to pfirodni
prostfedi, v€etné pudy, vzduchu, vody atd. Dale jsou to patogenni organismy, které parazituji
na lidech, zvifatech a rostlinach, a mohou kontaminovat potraviny, coz mize zpusobit otravu,
nebo dokonce i nemoci lidi a zvifat. Napiiklad skupina bakterii Salmonella spp., ktera
je v ptirodé Siroce ptitomna, je jednim z hlavnich patogenti prenasejicich se potravinami. Uvadi
se, ze kazdy rok je az 16 miliont pfipadu otravy jidlem zptuisobeno salmonelou [3].

2.1.1 KaZeni masa

KaZeni masa je komplexni d&j, pfi kterém se kombinuje fada biologickych a chemickych déji,
které ¢ini produkt nepfijatelnym pro lidskou spottebu. Kromé oxidace lipidt a autolytickych
enzymatickych reakci 1ze kazeni masa povazovat za vysledek mikrobialni aktivity Siroké skaly
mikroorganismii. Slozeni masa, jeho pH (5,5-6,5), a vysoky obsah vlhkosti umoznuji rtst
a preziti velkého rozsahu mikroorganismi.

Maso patii kvili vysoké koncentraci zivin a vysoké aktivit¢ vody mezi potraviny, které
rychle podléhaji zkize. Cerstvé maso mize byt kontaminovino Sirokou $kélou
mikroorganismil, pficemz vzdy zdvisi na vlastnostech masa a zplsobu jeho zpracovani
a skladovani [5, 6]. Dobou pouzitelnosti masa a masnych vyrobka se rozumi doba skladovani
az do bodu zkazeni. Bod znehodnoceni muze byt definovan urcitou maximalni piijatelnou
bakterialni urovni, nebo nepfijatelnou vini ¢i vzhledem. Doba pouZitelnosti pak zavisi na po¢tu
a typech mikroorganismu, pifevazné ptivodné piitomnych bakterii a jejich nasledném rastu [7].

Hlavnimi skupinami zodpovédnych za znehodnoceni masa za rtiznych skladovacich
podminek jsou ¢eledi Enterobacteriaceae, bakterie mlééného kvaseni, Pseudomonas spp.,
Clostridium spp. a Brochothrix thermosphacta. Teplota a dostupnost kysliku se jevi jako



skupiny [5].

Béhem zpracovani masa na jatkach mohou byt jatecné upravena téla kontaminovana kiizi,
vykaly, obsahem stiev, vodou, persondlem nebo zatizenim. Nejbéznéj$imi mikrobidlnimi rody
izolovanymi z Cerstvého masa jsou Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix,
Flavobacterium, Psychrobacter, Moraxella, Staphylococcus, Micrococcus, bakterie mlééného
kvaSeni a Enterobacteriaceae. AvsSak pouze 10 % téchto bakterii se muze replikovat
za podminek skladovani v chladu, a vyvolat tak zkazeni masa [4].

2.1.2 Bakterie

2.1.2.1 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas se sklada z gramnegativnich pohyblivych tyCinek, které netvoii spory [8].
Tento rod bakterii je spojovan se znehodnocovanim ¢erstvého masa kvili jeho rychlému rastu
za aerobnich podminek a produkci slouc¢eniny siry [9]. Jakmile dosahne populace pseudomonad
na urovei 107 — 108 KTJ/g, objevi se typicky sliz a pach. V praxi se tyto vlastnosti projevi,
kdyz pseudomonady vycCerpaji hlavni substraty ptitomné v mase, kterymi jsou glukéza a laktat,
a za¢nou metabolizovat dusikaté slouceniny, jako jsou aminokyseliny [10]. Pseudomonasy jsou
navic prevladajicimi mikroorganismy zplsobujicimi kazeni masa za aerobnich podminek
pii skladovani v chladu, protoze jiné bakterialni druhy, jako jsou Acinetobacter, Psychrobacter
a Moraxella s nimi nejsou schopné konkurovat [8].

2.1.2.2 Bakterie mlécného kvaseni

Bakterie mlééného kvaSeni jsou skupinou mikroaerofilnich mikroorganismti ptevladajicich
ve vakuoveé baleném mase. Jejich hlavnim substratem je glukéza, a v zavislosti na findlnim
produktu jeji fermentace se tyto bakterie déli na homofermentativni a heterofermentativni typy.
Homofermentativni produkuji pouze kyselinu mlé¢nou, ktera je zodpoveédna za kyselou chut'.
Heterofermentativni tvoii slouCeniny spojené s kazenim masa, v¢etné ethanolu, kyseliny
maselné, sulfidu, laktatu a acetatu. Kyselinu maselnou lze poznat podle Zluklé chuti [11].
Lactobacillus sakei produkuje sulfan, ktery pfeménuje myoglobin na zelené zbarveny
sulfomyoglobin. Sulfan se tvofi z cysteinu pii omezeném mnozstvi glukézy a kysliku [7].
Jakmile je glukdza vycerpana, za¢ne L. sakei hydrolyzovat arginin, coz vede k tvorbé amoniaku
a biogennich amint, jako je putrescin a spermin [12].

2.1.2.3 Brochothrix thermosphacta

Psychrotrofni druh Brochothrix thermosphacta piedstavuje vyznamnou ¢ast kazici
se mikrobidlni flory u aerobné nebo vakuové skladovaného masa v chlazenych podminkéch.
Hlavnim substratem je glukoza, ktera za aerobnich podminek produkuje B. thermosphacta
kyselinu octovou, izomaselnou, isovalerovou, 3-methylmaselnou a 3-hydroxybutanon, coz
se projevi nepiijemnym zapachem. Oproti tomu anaerobni metabolismus poskytuje jako
kone¢né produkty hlavné kyselinu mléénou a ethanol. Z tohoto diivodu se maso rychleji kazi
pti aerobnim skladovani [13, 14].



2.1.2.4 Rod Clostridium

Nekteré druhy rodu Clostridium byvaji ¢asto zodpoveédné za znehodnoceni vakuové baleného
masa. Tyto psychrofilni bakterie fermentuji glukézu za vzniku kyseliny maselné, butanolu,
oxidu uhli¢itého a vodiku, coz mé za nasledek zménu barvy masa. Balené maso je navic
vétSinou obklopeno velkym mnozstvim plynu se silnym nepiijemnym zapachem a maso ma
mékkou konzistenci. Hovézi maso napadené klostridiemi je charakteristické sirnym, ovocnym
a rozpoustédlovym silnym zapachem [15, 16]. U jehné¢iho masa se mize objevit nepiijemny
pach syra a mléka [17].

2.1.2.5 Celed’ Enterobacteriaceae

Tato skupina se ¢asto vyskytuje u ¢erstvého a mraZzené¢ho hovéziho a veptového masa. Entero-
bacteriaceae tolerantni k chladu se v men$im mnozstvi vyskytuje i u chlazeného masa
skladovaného aerobné. Ackoli je obecné vénovana vEétsi pozornost patogennim vlastnostem
konkrétnich ¢eledi Enterobacteriaceae (napi. Salmonella), n¢které ¢lenové této celedi mohou
hrat vyznamnou roli v znehodnocovani masa. Hafnia alvei a Serratia liquefaciens produkuji
zapachajici diaminy (putrescin a kadaverin), a s riistem téchto dvou organismi je spojovano
I zelené zabarveni masa [18].

2.1.2.6 Rod Shewanella

Shewanella je rod blizce ptibuzny rodu Pseudomonas, a byl nalezen v siroké skale svalovych
potravin. Bylo zji§téno, Ze spole¢né s Pseudomonasami vyznamné pfispiva ke zkaZeni potravin
zivoc¢isného puvodu. Shewanella putrefaciens se vyznacuje schopnosti produkovat zapachajici
slouCeniny, naptiklad sulfan, ktery v kombinaci se svalovym pigmentem poskytuje zelené
zbarveni masa. Konkrétn¢ S. putrefaciens je povazovana za primarni pri¢inu zkazeni
chlazeného masa skladovaného ve vakuu a masa s vysokym pH [19].

2.1.3 Plisné

Plisn¢ jsou béznymi kontaminanty masa a masnych vyrobki. Zpiisobuji bud’ znehodnoceni
masa tvorbou cCernych, bilych nebo modrozelenych skvrn na povrchu, nebo produkci
mykotoxint, takZze infikované maso je nebezpetné ke konzumaci. Aspergillus flavus
a Aspergillus niger jsou prevladajicimi druhy, které se vyskytuji v jate¢né upravenych télech
skotu [20]. Aspergillus a Penicillium byly izolovany z vice nez 70 % konzervovanych vzorkt
hovéziho a driibeziho masa [21]. Tyto druhy mohou rtist na povrchu suSenych masnych vyrobki
diky jejich toleranci k nizkému pH a vysokym koncentracim soli. Napiiklad Sunka San Daniele
obsahuje chlorid sodny v koncentraci 10-20 % susiny a jeji vyroba trva 13 az 18 mésici. Ackoli
takto vysoka hladina soli brani ristu mnoha mikroorganismi, dlouhé obdobi zrani usnadnuje
povrchovy rust plisni, dobfe pfizpiisobenych tomuto prostiedi.

Nekteré povrchové plisné jsou dulezité z hlediska kvality produktu, zejména béhem zrani,
kdy ptispivaji k rozvoji specifickych viini a chuti susenych masnych vyrobka. Krom toho plisné
plsobi antioxida¢né a zabranuji nadmémému vysychani povrchu. Povrchové plisné navic
chrani produkt pfed patogennimi nebo kazicimi mikroorganismy. Pokud vSak pouZzité kmeny
plisni pfi vyrobé téchto produkti nejsou peclivé kontrolovany, mohou se rozrist nezddouci
a toxigenni plisné, které zptisobuji znehodnoceni produktu.
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G1 a G2. Jsou to vysoce toxické, teratogenni, mutagenni a karcinogenni metabolity [22].

2.1.4 Kvasinky

Kvasinky rostou v potravinach s vysokym obsahem cukru a organickych kyselin, nebo s nizkou
aktivitou vody a nizkym pH. Kontaminace kvasinkami ¢asto snizuje trvanlivost potravin kvtli
vznikajicim plynim a nepiijemnému zapachu [23]. Nejcastéji izolované druhy z Cerstvého
masa jsou Candida, Rhodotorula, Debaryomcyes a Trichosporon spp. Ackoli v nékterych
ptipadech je rlst kvasinek ve spojeni s masnymi vyrobky Zadouci, ve vétSin¢ piipada
je nezadouci. Kvasinky znehodnocuji produkt bobtnanim u balenych masnych vyrobku tvorbou
slizu a zabarvenim povrchu uzenin. Z hlediska bezpecnosti potravin je navic znepokojujici,
7e nékteré kvasinky metabolizuji organické kyseliny a dusitan sodny, pfi¢emz dusitan sodny
je do potravin pfidavan za i¢elem konzervace a tvorby riizového pigmentu [24].

2.1.5 Mikroorganismy vyvolavajici alimentarni infekce

Jak jiz bylo zminéno, mikroorganismy kontaminujici maso mohou byt bud’ kazitvorné, nebo
patogenni. Zatimco kazitvorné mikroby jsou odpovédné za konec doby pouzitelnosti, ohledné
potravinarskych patogeni jsou mnohem vétsi obavy kvili riziku pro bezpecnost potravin. Mezi
ptevladajici patogeny souvisejici s masem patii Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium
perfringens a Campylobacter jejuni. Listeria monocytogenes se objevuje u kratiho masa, Sunky
a pecené¢ho hovéziho masa. Staphylococcus aureus kontaminuje povrch zejména mletého masa
béhem zpracovani a manipulace v disledku $patné hygieny [25].

2.2 Detekce plyni

Maso se skladd z vody, bilkovin, tuk a nékterych sacharidii, pfiCemz bakterie a enzymy
rozkladaji maso na t€kavé plyny. Protein se rozloZi na amoniak, sulfan a ethanthiol. V prib¢hu
kazeni masa se koncentrace téchto plynt postupné zvysSuje. Jelikoz byla nalezena Uzka
souvislost mezi biologickym znehodnocovanim potravin a zvySenim koncentrace dusikatych
slou€enin, Ize pomoci detekce plynti hodnotit Cerstvost masa [26].

2.3 Produkce biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji enzymatickou dekarboxylaci aminokyselin. Zatimco tyramin
a histamin, pochazejici z tyrosinu a histidinu, jsou z hlediska bezpecnosti dilezité, jiné
biogenni aminy zplisobuji znehodnoceni potravin. Zejména putrescin a kadaverin, které jsou
toxické pouze ve velkych davkéach, jsou zodpovédné za znehodnocovani masa kvuili
hnilobnému zapachu, ktery zpisobuji. Jejich vznik béhem skladovani riznych masnych
vyrobkl je spojovan s rastem bakterii a zavisi na podminkach skladovani, zejména na plynné
atmosféfe pouzité pro baleni [27].
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2.3.1 Celkovy tékavy zasadity dusik (TVB-N)

Soucet primarnich, sekundarnich a tercidrnich aminti ve formé¢ tékavych amina a toxickych
slou¢enin dusiku se oznacuje jako TVB-N (Total volatile basic nitrogen) [28]. Mirné hladiny
biogennich amintl jsou nezbytné a prospésné pro regulaci fyziologickych aktivit v lidském téle,
napf. spermin, spermidin a kadaverin hraji dlezitou roli v regulaci ristu a serotonin je zadsadni
pro nervovy pienos. Existuji vSak toxické prahové hodnoty pro biogenni aminy, nebot’ jejich
veétsi mnozstvi mize zpisobit Siroké spektrum nemoci, v€etné silnych bolesti hlavy a bficha,
hypertenze, alergennich reakci a u zavaznych ptipada i umrti [29].

Hladiny TVB-N po usmrceni zvifete zavisi na trovni mikrobialnich a enzymatickych aktivit,
které vedou ke znehodnoceni produktu, proto se TVB-N pouziva jako index Cerstvosti masa
a bezpecnosti potravin. Histamin, putrescin a kadaverin byly navrzeny jako indikatory
znehodnoceni Cerstvych potravin, piedev§im ryb a masnych vyrobki, protoze jejich pfitomnost
uzce souvisi s pfitomnosti gramnegativnich bakterii. Tyramin se pak obvykle nachdzi
ve fermentovanych a dlouho zralych potravinach, jako jsou suSené klobasy. Profil biogennich
aminl by tedy mohl byt dilezitym indexem pfi zjiStovani kvality zpracovanych masnych
vyrobku [30].

2.4 pH masa

U nestresovanych zvitat se kone¢né pH masa pohybuje okolo 5,5. Degrada¢ni procesy béhem
skladovani vedou k produkci amoniaku, aminti a organickych sulfidd, ¢imz se zvySuje pH.
Zvyseni pH ovliviiyje rychlost biochemickych procest, a poskytuje lepsi podminky riistu pro
mikrobidlni populaci masa. U zvifat, ktera byla pted porazkou ve stresu, 1ze pozorovat tmave,
pevné a suché maso, které je doprovazeno vysokym pH masa. Takové maso pak podléha
rychlejSimu znehodnocovani, protoze mikroorganismy jsou schopny rychle napadat
a hydrolyzovat aminokyseliny.

Bylo zjisténo, Ze narust pH béhem postmortalniho skladovani siln¢ koreluje s koncentraci
TVB-N, coz souvisi s ptiznivym prostiedim pro proliferaci specifickych kazicich se mikrobti
pii vyS§im pH. Vysoké pH usnadiuje piechod od glykogen-dependentnich bakterii
k protein-degradujicim bakteriim [4], [29]. Mikrobidlnim a endogennim enzymm puisobicim
na slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou aminokyseliny, se pfi vysokém pH
dafi, a rozkladaji alkalické slou¢eniny amoniaku, ¢imz se opét zvySuje pH masa [31].

2.5 Funkce obalu

Baleni potravin je zdsadni pro zachovani kvality a bezpecnosti potravin béhem jejich
skladovani, pfepravy a prodeje. Tradi¢ni obalové materialy jsou primarné uréeny k ochrané
potravin pfed mechanickym zneuZitim, Skodlivym svételnym zafenim a plyny, které podporuji
nezddouci reakce. Obal navic zabranuje kontaminaci a znehodnoceni patogennimi
mikroorganismy nebo toxickymi latkami [32].

Obaly potravin vSak mohou hrat i fadu dalSich roli, jako je poskytovani informaci o povaze
a stavu potravin uvnitf. Text a grafika na obalovych materidlech obvykle poskytuji
spotiebitelim informace o typu, ptivodu, sloZeni a nutriénim obsahu potravin, a také o jejich
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ekologické udrzitelnosti. Baleni potravin miize byt také navrzeno tak, aby usnadnilo manipulaci
S potravinami napf. tim, Ze se snadno oteviraji a uzaviraji. U nckterych potravin mize byt
potfebné navrhnout obalové materidly tak, aby odolavaly napiiklad vafeni, peceni nebo
ohfivani v mikrovinné troub¢. V disledku toho musi byt obalové materidly potravin vysoce
univerzalni, musi byt zpracovatelné do rtiznych velikosti a tvarQi, a také mit rizné funkcni
vlastnosti [33].

2.6 Zadouci funkéni vlastnosti obalu

Hlavnim ptedpokladem potravinového obalu je, Ze musi byt vyroben z latek, které nezpiisobuji
zdravotni  problémy napf. v dasledku vyluhovani toxickych chemikalii z obalu
do potravinarského produktu béhem skladovani. Dilezité jsou také mechanické vlastnosti
obalového materialu, jako je modul pruznosti, mez pruznosti, prodlouzeni pii ptetrzeni,
ohebnost a roztazitelnost. Obalové materialy by navic mély mit vhodné bariérové vlastnosti,
tzn. schopnost omezit tok tekutin (voda nebo olej) nebo plynti (voda, kyslik, oxid uhliéity...).
Materialy uréené pro vyrobu oball by také mély byt odolné vii¢i podminkam prostiedi (svétlo,
vlhkost, teplota a kyslik), aby si zachovaly svou integritu a pozadované funkéni vlastnosti
po celou dobu zivotnosti produktu [33].

2.7 Inteligentni baleni

Evropska unie definuje inteligentni obalové materialy jako ,,materidly a predméty, které
monitoruji stav balenych potravin nebo prostiedi obklopujici potraviny”. Tyto materialy tak
mohou spotiebitelim poskytnout informace o kvalité¢ a bezpe¢nosti potravin, coz jim muze
pomoci pii rozhodovani o nakupu a spotiebé. Vyvoj takovych inteligentnich materialti vyzaduje
propojeni ruznych oborl, véetné potravinaiské védy, materidlové védy, mikrobiologie
a senzoroveé technologie.

Neustalé sledovani stavu potravin pomoci inteligentnich obalovych materiali mize zvysit
kvalitu potravin, snizit plytvani potravinami a chranit spotiebitele pied otravou jidlem [34].

2.7.1 Senzory a indikatory ¢asu a teploty

Cas a teplota jsou klicové faktory ovliviiujici kvalitu vétSiny potravin. Téméf vsechny
potraviny maji dobu pouzitelnosti, ale je velmi obtizné urcit, zda nedoslo ke zkraceni této doby
z divodu vystaveni né€kterym faktorim Zzivotniho prostfedi. Proto je velmi piinosné
monitorovat ¢as a teplotu v potravinovém fetézci v realném case [35].

Princip ¢innosti indikatoru Casu a teploty je zalozen na riznych reakcich mezi dvéma nebo
vice latkami v procesu zmén Casu a teploty, coz vede k nevratnému zabarveni indikatoru [36].
Indikatory casu a teploty lze rozdé€lit podle pracovnich principti na chemicky, fyzikalni,
enzymaticky, mikrobidlni a ostatni.

Chemické indikéatory zahrnuji systémy zaloZené na polymeraci, fotochromismu a redoxni
reakci. Indikator zalozeni na polymeraci vyuziva 1,4—adi¢ni polymeracni reakci polymernich
monomeru pii stimulaci vysokou teplotou, coz vede k tvorbé polydiacetylenovych sloucenin.
Tato reakce je nevratnd, a jeji rychlost se zvySuje s rostouci teplotou. Indikator na bazi
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fotoluminiscence funkce na principu tepelné¢ indukovaného vyblednuti v reverzni reakci
fotoluminiscenc¢nich sloucenin. Rychlost reakce a stupeii vyblednuti se méni s akumulaci ¢asu
a teploty, coz mtize ptimo indikovat zménu trvanlivosti potravin. U indikatoru na bézi redoxni
reakce dochazi ke zméné barvy pii redoxni reakci nebo svétlem indukované redoxni reakci
mezi slouceninou v indikatoru a kyslikem ve vzduchu, pficemz rychlost reakce také souvisi
s akumulaci ¢asu a teploty.

Ptikladem indikatoru na bazi fotochromismu je indikator OnVu, ktery lze vidét na obrazku
(Obrazek 1). Tento indikator je navrzen ve tvaru jablka s barevnym jadrem a méné barevnym
okolim. V jadru jablka je umistén inkoustovy pigment, ktery mize existovat ve dvou stavech,
viz Obrazek 2. Pti aktivaci UV zafenim se fotochromni slou¢enina zméni z bezbarvé na tmavé
modrou. Se zménou teploty nasledné barva urcitou rychlosti bledne. Pokud je barva stfedu
svétlejsi nez referencni barva, znamena to, Ze produkt jiz nelze konzumovat [37].

W@@

Obrazek 1: Indikator OnVu [37]
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Obrazek 2: Vzajemna konverze mezi stavem (a) a (b) indikatoru OnVu [37]

Fyzikalni indikatory jsou zalozené na difuzi, nanocasticich a elektronech. Princip
difuzniho indikatoru je zaloZen na teploté zavislé difuzni reakci nebo teplotné zavislém
fazovém piechodu barevnych latek (z pevné latky do kapaliny) s ¢asovou nebo teplotni zménou
[37]. Indikatory na bazi nanocastic obsahuji nanocastice s termochromni mi vlastnostmi.
P11 pohlcovani tepla se méni povrchova morfologie kovovych nano€éstic, coz ma za nésledek
pohyb vinového ¢isla do viditelné oblasti a nasledné zménu barvy [38]. Tietim typem jsou
elektronové indikatory, které pievadi teplotni signal na elektricky prostfednictvim tepelného
senzoru a poté prevadi elektricky signél na vizuélni vystup.

Enzymatické indikéatory jsou zalozené na hydrolytické reakci mezi enzymem a substratem,
coz vede ke zméné barvy, pti¢emz stupen enzymatické reakce je fizen kombinaci ¢asu a teploty
[37]. Upravou typii a koncentraci riiznych enzymu a substrati, a pouzitim rtiznych aktivatort
nebo inhibitord je mozné sledovat zmény kvality Sirokého spektra potravin [39].

Mikrobialni indikatory vyuZivaji pfedev§im metabolity produkované mikroorganismy
za urcitych Casovych a teplotnich podminek. V disledku toho pak dojde ke zméné barvy
indikatoru [37]. V soucasnosti se bézné vyuzivaji kvasinky a bakterie mlééného kvaseni
k produkci kyseliny, diky niz dojde ke zméné pH, coz ma za nasledek barevnou zménu [40].
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2.7.2 Senzory vihkosti

Potraviny s vysokou aktivitou vody, mezi které patii maso, ryby, ovoce, zelenina a jiné Cerstvé
produkty, pii nizké vlhkosti v obalu ztraci vlhkost a vysychaji. Naopak potraviny s nizkou
aktivitou vody, jako jsou susené nebo praskové potraviny, vlhkost absorbuji a zhorsuji se jejich
vlastnosti, pokud je vihkost v obalu piili§ vysoka [41]. V soucasnosti existuje n¢kolik piistupti
pro monitorovani vlhkosti.

Jednim z moZnosti je vyuziti méfeni zmén dielektrickych vlastnosti. Casto se pouZivaji
pro piipravu takovych inteligentnich obald proteiny, protoze jejich dielektrické vlastnosti jsou
citlivé na vlhkost. Zmény relativni vlhkosti balenych potravin byly sledovany naptiklad pomoci
nanokompozitnich filmi na bazi zelatiny, jejiz dielektrické vlastnosti zavisi na obsahu vlhkosti,
a vrstvé oxidu zine¢natého, ktera funguje jako polovodi¢ poskytujici detekovatelny signal [42].
Podobné byl vyuZit naptiklad pSenicny lepek, kdy podobné jako u Zelatiny, jeho zmény
dielektrickych vlastnosti zavisi na obsahu vlhkosti [43].

Zmény vlhkosti 1ze také detekovat pomoci senzorli zabudovanych do obalovych materiala
potravin. Ptikladem je pouziti senzoru vlhkosti s interdigitalnimi elektrodami vyti§ténymi na
ruzné biologické materidly. V téchto zatizenich funguji biologicky odbouratelné materialy jako
indukéni vrstva. Dielektrickd konstanta materidlu se zvySuje, kdyZ material absorbuje vlhkost
z atmosféry, takze kapacita mezi elektrodami je funkei relativni vlhkosti prostiedi [44].

2.7.3 Senzory kysliku

Mnoho potravin po vystaveni vysokym hladindm kysliku po delsi dobu podléha nezadouci
chemické degradaci. Ptikladem takovych potravin mohou byt nenasycené oleje nebo rizné
pigmenty. V disledku toho jsou obalové materialy Casto realizovany tak, aby byl kyslik
Z balenych potravin odstranén. Odstranéni se dosahuje vyplachnutim obalu a nahrazenim
kysliku inertnim plynem, jako je dusik, nebo vytvoifenim vakua. Pfesto se vSak mize kyslik
do balenych potravin dostat, pokud neni obalovy material zcela nepropustny, nebo pokud
je poskozen, coz by mohlo vést ke snizeni kvality potravin. Z tohoto divodu vznikl zajem
0 vyvoj inteligentnich obalovych material, které dokdzou detekovat hladinu kysliku
V potravinach. V soucasné dobé se vyuzivaji ke sledovani koncentrace kysliku dva hlavni
piistupy — kolorimetrické senzory na bazi redoxnich reakci a senzory na bazi fosforescence
[45].

Kolorimetricky senzor je zalozen na principu zmény barviv redoxnich barviv jako je
methylenova modr za pfitomnosti nebo neptitomnosti kysliku [45]. Tyto senzory maji vsak dva
hlavni problémy. Jednim omezenim je, Ze musi byt vyrobeny a skladovany za anaerobnich
podminek, protoze jsou nachylné k reakci se vzduchem. Druhym problémem je, Ze senzory
pfestanou fungovat béhem nekolika hodin v disledku vycerpani redukénich €inidel. K vyfeSeni
tohoto problému je zkoumana vyroba a aplikace riiznych kolorimetrickych redoxnich barviv
aktivovanych UV zafenim [46].

Fosforescencni senzory pro kyslik jsou pfipravovany zachycenim barviv citlivych na kyslik
do vhodné matrice, ktera je propustna pro kyslik [47]. Mezi béZzné pouzivana barviva citliva
na kyslik patfi komplexy pfechodnych kovii a Pt(II)-porfyrint, které vykazuji relativné dlouhou
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zivotnost pii pokojové teplot€¢ a jsou zhaSeny kyslikem v zdvislosti na koncentraci.
Fosforescencni senzory mohou monitorovat hladiny kysliku v balenych potravinach
nedestruktivnim, vysoce vykonnym a rychlym zpisobem [48].

2.7.4 Senzory pH

Zména kvality u mnoha potravin je doprovdzena zménami jejich pH. Piikladem muze byt
produkce t€kavych aminii v moiskych plodech a masnych vyrobcich, nebo rlst a mnozeni
mikroorganisml v mléce, coz vede ke zméné pH. Méteni pH v potravinach béhem skladovani
mize tedy poskytnout velmi cenné informace o jejich Cerstvosti, kvalité a bezpecnosti [49].
V soucasné dobé je vétSina senzorl zaloZena na dvou hlavnich pfistupech:

a) Zména elektrochemického potencialu latek v souvislosti se zménou pH
b) Zména barvy latky v souvislosti se zménou pH

Senzor pH =zalozeny na elektrochemickém potenciometru je vybaven pH snimacimi
elektrodami. Kdyz se zméni pH prostiedi, elektrochemicky potencial generovany elektrodami
se preméni na modulovanou frekvenci a pfenese se do bezdratové ctecky, kde se ziska signal
souvisejici se zmeénou pH. Hlavni nevyhodou této metody pro Siroké pouziti je jeji cena
a potieba sofistikovaného vybaveni [50].

Oproti tomu pH senzory zaloZené na pouZiti syntetickych nebo pfirodnich barviv, jejichz
barva je zavisla na pH prostfedi, jsou mnohem levnéjsi a jednodussi na pouziti. Zpocatku
se jako barevné indikatory vyuzivaly synteticka barviva, jako je methylova Cerven, kresolova
cerven, bromkresolova ¢erven, bromthymolova modi a dalsi [51, 52]. Existuji vSak urcité
obavy, Ze synteticky barviva se mohou do potravin vyluhovat a zptsobovat toxicitu [53].
Z tohoto duvodu jsou stfedem zajmu velké ¢asti vyzkumu prave ptirodni barviva citliva na pH.
Mezi ptirodni barviva, ktera 1ze pouzit jako indikatory pH, mizeme zatadit anthokyany [54],
kurkumin [55], alizarin [56] nebo napiiklad betalain [57]. Anthokyany jsou jednim
Z nejpouzivanéjsich ptirodnich barviv pro tento ucel, protoze maji schopnost ménit svou barvu
v Sirokém rozsahu hodnot pH [52].
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Obrazek 3: Priklad indikatoru na bazi anthokyani pro sledovani ¢erstvosti krevet — ihned po
zabaleni (A), po 2 dnech (B) a po 4 dnech (C) skladovani p¥i 4 °C [58]
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2.8 Typy inteligentniho baleni

2.8.1 Filmy

Folie jsou nejjednodussi a nejlevnéjsi zplisob vyvoje inteligentnich obali potravin. Do této
kategorie patii jak smésné, tak potahové folie. Smésné filmy se pfipravuji smichanim senzoru
s filmotvornym materidlem, kterym je obvykle synteticky nebo ptirodni polymer. Je proto
dilezité, aby mél pouzity senzor dobrou kompatibilitu s polymerni matrici. K ptiprave
smésnych filml se vyuZzivaji tfi hlavni metody — liti do roztoku, termokomprese a extruze.
Metoda liti do roztoku je nejbéznéj$i metodou vyuzivanou ve védeckém vyzkumu, protoze
je levna, jednoducha a rychld na laboratorni provedeni. Obvykle je vSak méné vhodna
pro ekonomickou vyrobu filmi pro komer¢ni aplikace ve velkém métitku [33]. Takto byly
piipraveny napfiklad inteligentni obaly potravin citlivé na pH smichanim anthokyant (senzor)
s filmotvornymi roztoky Zzelatiny. Tento roztok byl poté nalit na talif a usuSen [59]. Metoda
termokomprese dokéaze pfipravit filmy rychleji nez metoda liti, a je vhodnéjsi pro velkosériovou
vyrobu. V tomto piipad¢ je ziskany smésny film zhutnén v horkém lisu po dobu né€kolika minut
[60]. Metoda extruze zahrnuje smichani vSech slozek uvniti extrudéru pomoci vhodné teploty,
tlaku a rychlosti Sneku, a nésledné vytlacovani vysledného materidlu do folie pomoci lisu
za tepla. Tato metoda je vSak nevhodna pro piipravu nékterych inteligentnich oball, protoze
muze zpusobit tepelnou degradaci tepelné labilnich barviv. Bylo zjiSténo, Ze molekuly citlivé
na pH v extraktu z bortavek ztratily po zaclenéni do filmu z kukuti¢ného skrobu svou schopnost
reagovat na zménu pH, coz bylo pficitdno pravé chemické degradaci pfi vysokych pouzitych
teplotach [61].

Potahové folie jsou dalsi béznou formou inteligentniho obalového materidlu. V tomto
ptipad¢ je indikator umistén na povrchu folie (neni rozptylen po celé folii). Potahové filmy
se obvykle pfipravuji smichdnim senzoru s vhodnym disperznim médiem, a poté se toto
médium natahuje nebo tiskne na povrch polymerniho filmu [33].

2.8.2 Carové kédy

Carovy kod je strojové &itelny vzor, ktery mize byt jednorozmémy nebo dvourozmérny,
pfi¢emz obsahuje informace o produktu [62]. Jednorozmérné carové kody uchovavaji
informace ve form¢ jednoduchého linearniho uspotfddani ¢ernych svislych pruhli rizné Sitky
apolohy na bilém pozadi. Dvourozmérmné carové kody vyuzivaji k ukladani informaci
geometrickou kombinaci bilych a &ernych &étvercti riznych velikosti a umisténi [36]. Carové
kody jsou v posledni dobé soucasti vyzkumu pro jejich potencialni pouziti v inteligentnich
obalovych materidlech ur¢enych pro potraviny. Byly vyvinuty naptiklad fotosenzitivni tiskové
barvy jakoZto indikatory pH na ¢arovych kodech. Princip je zaloZen na sniZeni, nebo zvysSeni
intenzity jedné nebo vice ¢ernych Car pti zméné pH, coz lze poté odecist pomoci vhodné ctecky
carovych kodu a vztahnout tak ke zméné pH [35]. Dale byl vyvinut naptiklad ¢arovy kod pro
detekci zhorSeni kvality kufete, ktery sestaval z kuli¢ek oxidu kfemicitého a tii barviv — nilské
Cerveng, tetrafenylporfyrinu a methylové Eerveni. Carovy kod bylo poté mozno preéist pomoci
aplikace v telefonu a vyhodnotit tak kvalitu kufete v realném case [63].
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Obrazek 4: Schéma navrhovaného ¢arového kédu pro detekei zhorSeni kvality kufete [63]

2.8.3 Stitky

Tradi¢ni etikety potravin poskytuji spottebitellim informace o povaze potraviny, misté piivodu,
datu vyroby, pfedpokladané dobé trvanlivosti a nutricnim profilu. U inteligentnich obalovych
materidli mohou byt tyto informace doplnény o data poskytovand senzory, které reaguji
na zmény kvality, zralosti nebo bezpecnosti potravin. Pfikladem jsou etikety obsahujici
barviva, ktera podléhaji barevnym zménam pii kontaktu s metabolity produkovanymi
pii kazeni potravin. Tyto kolorimetrické Stitky lze vyuzit k vizudlnimu sledovani kvality
potravin v realném Case bez spoléhani se na externi zatizeni, coz je velmi vyhodné pro komer¢ni
aplikace [64].

Radiofrekvenéni identifikac¢ni Stitky (RFID) jsou Stitky, které vyuzivaji k identifikaci
a sledovani produktd radiové viny. Systém RFID se sklada ze tfi zakladnich soucasti: Stitku,
¢tecky a softwaru [65]. Radiofrekvencni stitky jsou povazovany za vhodné k pouziti v fizeni
potravinarského fetézce, protoze umoziuji ukladani dat az do velikosti 1 MB a maji schopnost
sbirat data v realném Case bezkontaktnim a neviditelnym zptisobem [66]. RFID stitky lze
vyuziti pro monitorovani zmén vlhkosti [67] nebo naptiklad produkci biogennich amint [68].
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2.9 Aplikace inteligentniho baleni

2.9.1 Mor'ské plody

Moiské plody, jako jsou ryby, krevety, krabi a humii, jsou dulezitym zdrojem
polynenasycenych mastnych kyselin, vitaminii a minerdld, které jsou prospés$ni pro lidskeé
zdravi [58]. Tyto potraviny vSak velmi rychle podléhaji zkaze a jsou nachylné k chemickému
a mikrobialnimu znehodnoceni béhem skladovani. EXisStuje proto znaény zajem o Vvyvoj
inteligentnich obalovych materialt pro sledovani Cerstvosti, kvality a bezpecnosti produktii
z moiskych plodii po celou dobu jejich zivotnosti.

Kvalita motskych plodi se zhorSuje vlivem kazeni, které je zptisobeno tvorbou produkti
kazeni, predevsim pak te€kavych slozek, jako je amoniak, methylamin, dimethylamin,
trimethylamin a dalsi podobné slouceniny znamé jako celkovy tékavy bazicky dusik. Vznik
téchto latek veze ke zménam pH produkti motskych plodi. Z tohoto diivodu mnoho
vyzkumnikli navrhuje inteligentni baleni, které je citlivé na zmény pH nebo tvorbu produktt
TVB-N [69]. Ptikladem je film piipraveny z Zelatiny, polyvinylalkoholu a anthokyanovym
extraktem z moruse urCeny pro sledovani Cerstvosti ryb. Autofi tohoto filmu uvadi, ze se
vzrustajici dobou skladovéani se barva filmu meénila z fialové pred Sedofialovou az po tmave
zelenou, coz svédCilo o zkazeni ryb [70]. Dalsi film reagujici na pH byl autory vyroben
zaClenénim kurkuminu a nanocastic siry do pektinové matrice. Takovy film poté reagoval
nazménu v kvalit¢ béhem skladovani krevet, pfiCemz barva filmu se ménila ze Zluté
do oranzové [55].

(a) (b)

> g

0h 36h
Obrazek 5: Zména barvy filmu z pektinu, kurkuminu a nanodastic siry pred (a) a po skladovani
(b) balenych krevet p¥i 25 °C po dobu 36 hodin [55]

2.9.2 Maso

Maso, stejné jako ryby, je potravina bohata na bilkoviny a bude tak dochéazet k vysoké produkci
celkového tékavého zasaditého dusiku a ke zménam pH plsobenim mikroorganismi. Z tohoto
diivodu Ize pro sledovani zmén kvality masa pouzit obdobné inteligentni obalové materialy
jako pro potraviny z rybich produkti. Lze tedy vyuzit obalovych materialt obsahujicich barviva
citliva na pH [71]. Kazeni masa je navic mozné detekovat i pomoci dalsich tékavych latek,
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vytvarenych mikroorganismy, jako je sirovodik a oxid uhli¢ity. Pfikladem je kolorimetricky
sirovodikovy senzor na bdzi nanocastic stfibra potazenych gelanovou gumou pro sledovani
Cerstvosti kufeciho masa v redlném case. Tento typ senzoru vyuziva silnou vazebnou afinitu
stiibra k sirovodiku za vzniku sulfidu stfibrného, coz ma za nasledek zménu barvy ze Zluté
na bezbarvou [72].

Obrazek 6: Zména barvy sirovodikového senzoru na bazi gelanové gumy a nanocastic stiibra
pied (0 d) a po skladovani (8 d) kufecich prsou p¥i 4 °C po dobu 8 dni [72]

2.9.3 Mlé¢né vyrobky

MIlécné vyrobky jsou jedny z nejoblibenéjSich potravin na svété, véetné mléka, syra atd. Mléko
je vyzivna potravina slozené z vody, bilkovin, lipidii, vitamin®, minerala a dalSich stopovych
latek [73]. Mléko, zejména pasterizované, je vSak nachylné ke kazeni béhem skladovani [74].
Kazeni je doprovazeno zménami pH, koncentraci mikrobt a koncentraci plynt. Pro pfipravu
inteligentnich baleni ke sledovani ¢erstvosti mléka jsou tak pouzivany rizné anthokyany citlivé
na pH a dalsi pigmenty extrahované z rostlin, které jsou piidavany do polymernich matric [75].
Dalsi autofi vyvinuli kolorimetricky senzor zalozeny na nanocasticich oxidu kifemicitého
a Schiffovu €inidlu pro monitorovani t€kavych organickych sloucenin, které vznikaji pfi rstu
rozkladajicich bakterii v pasterizovaném mléce [76]. V dalsi studii byl aplikovan
polydiacetylen a oxid zine¢naty, kdy dochazelo ke zmén¢ barvy indikatoru na zakladé zmény
koncentrace kyseliny mlécné pii znehodnocovani mléka [77]. Krom¢ mléka se dalsi autofi
zamg¢fili také na sledovani Cerstvosti syra. Byly tak vyvinuty nalepky pH na bazi esencialniho
oleje a anthokyant pro sledovani zmén kvality v procesu skladovani syru [78].
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Obrazek 7: Kolorimetricky senzor z polydiacetylenu a oxidu zine¢natého [77]

2.9.4 Ovoce, zelenina a dalsi potraviny

Vyvinuty byly také inteligentni obalové materidly pro ovoce, zeleninu a razné dalsi
potravinarské produkty. Sledovana byla naptiklad Cerstvost guavy pomoci kolorimetrického
filmu, ktery se skladal z bromfenolové modfi a bakterialni celulozové matrice. Tento film
zménil barvu z modré na zelenou, kdyz guava prezrala, coz bylo pficitano tvorbé tékavych
organickych slouceniny (napf. kyselina octova), které snizovaly pH [79]. Dalsi indikatorovy
Stitek byl vyvinut pro sledovani Cerstvosti zelené papriky. Tento Stitek citlivy na pH obsahoval
methylenovou ¢erveil a bromthymolovou modt, piicemz ke zmén¢ barvy dochazelo pii zméné
pH v disledku zmény koncentrace oxidu uhli¢itého, ktery vznikal v disledku znehodnoceni
zelené papriky [80].

2.10 Legislativa inteligentnich obalu

Zakon o obalech ¢. 477/2001 Sb. stanovuje prava a povinnosti pro osoby uvadéjici obal na trh.
Osoba je povinna zajistit, aby mél obal co nejmensi hmotnost a byl opakované pouzitelny,
piipadné vyuzitelny v procesech recyklace. Dale musi byt obal v souladu s pravnimi piedpisy
ohledné obsahu nebezpecnych latek a suma koncentraci tézkych kovli (olovo, kadmium, rtut’
a chrom s oxida¢nim ¢islem IV) nesmi piekroc€it hodnotu 100 pg/g. Tento zakon se zabyva také
znacenim obalti. Hlavnim ucelem tohoto zdkona je pfedchdzet vzniku odpadii z obalii a tim
chranit zivotni prostfedi [81].

Ucelem vyhlasky &. 38/2001 Sb. o hygienickych pozadavcich na vyrobky uréené pro styk
s potravinami a pokrmy je ochranit lidské zdravi pifed riziky, kterda by mohla vyplyvat
z oralniho kontaktu s vyrobky. Tato vyhlaska definuje pozadavky na slozeni vyrobkl uréenych
pro styk s potravinami [82].

Pravidla pro materidly a pfedméty ptichazejici do styku s potravinami urcuje naiizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1935/2004. Toto nafizeni se vztahuje na vSechny
materidly urcené pro styk s potravinami, nebo na materidly u kterych se pfedpoklada, ze pii
jejich bézném pouziti dojde k prenosu jejich slozek do potravin. Vztahuje se 1 na aktivni
a inteligentni materialy. Hlavni podminkou pouziti materiall je, Ze obal nesmi uvoliiovat své
slozky do potravin v mnoZstvich, kterd by mohla ohrozit zdravi lidi, zplsobit nepfijatelnou
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zménu ve sloZeni potravin, nebo zplsobit zhorSeni organoleptickych vlastnosti potravin.
U aktivnich oballi nesmi dochazet k takovym zméndm, které by napiiklad zakryvaly kaZeni
potravin. U inteligentnich obalti nesmi dojit k tomu, ze by informace o stavu potravin byla pro
spotiebitele jakkoli zavadéjici [83].

Natizeni Komise (ES) ¢. 450/2009 o aktivnich a inteligentnich materialech a ptredmétech
urcenych pro styk s potravinami poskytuje seznam latek, které mohou byt pti vyrobé aktivnich
a inteligentnich obalii pouzity a které nikoli. Toto natizeni je doplnujici k Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1935/2004 [84].

2.11 Kompozice tiSténého indikatoru

2.11.1 Chitosan

Chitosan a jeho derivaty jsou biologicky odbouratelné polysacharidy, které jsou netoxickeé,
biokompatibilni, antimikrobidlni a antifungalni. Diky svym mimofddnym filmotvornym
vlastnostem je chitosan zkouman pro pouziti pfedevsim v potravinaiském, biomedicinském
a chemickém pramyslu [85].

Syntéza chitosanu je provadéna deacetylaci chitinu, coZ je druhy nejrozsitené;si biopolymer
hned po celuléze. Je to strukturni polymer, ktery je soucasti bunécné stény hub a kosterni slozky
korysu. Lze jej ziskat z vice obnovitelnych zdroji, zejména pak z odpadu z moiského pru-
myslu, coz jej ¢ini levnym a komeréné dostupnym polysacharidem [86].

_— CH3— _ —
OH 2 < OH
NH NH,
0 0 HO -~ o O HO
HO O HO O
NH NH,
o < OH OH
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- sad 7§ =T —In

Chitin Chitosan

Obrazek 8: Struktura chitinu a chitosanu [87]

Primarnim zdrojem biomasy pro pramyslovou vyrobu chitinu a chitosanu jsou odpadni
materidly ze zpracovani krabl a krevet. Schranka korysu je slozena z bilkovin, anorganickych
soli, lipidi a az z 20-30 % z chitinu. Nejprve jsou krunyie pomlety na mensi velikost. Nasledné
se odstranuji minerdly (pfevdzné uhli¢itan vapenaty) extrakci ziedénou kyselinou
chlorovodikovou s naslednym michdnim pii laboratorni teploté, kdy dojde k vysrazeni chloridu
vapenatého. Proteiny se odstranuji pomoci ziedéného roztoku hydroxidu sodného, a pti tomto
procesu dochazi k nahodilé hydrolyze N-acetylovych skupin v hlavnim fetézci polymeru.
K odstranéni barvy mize byt zafazen krok odbarvovani. Chitosan se nésledné ziskava
deacetylaci chitinu v 4045 % hydroxidu sodném pii 120 °C po dobu 1-3 hodin bez pfistupu
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kysliku. O rozsahu deacetylace pak rozhoduji 3 parametry — koncentrace alkalie, ¢as a teplota

[87].
ClSt‘;‘ -~

Chitosan, jakozto CcCastecné deacetylovany produkt chitinu, je kopolymer skladajici
se z jednotek B-(1—4)-2-acetoamido-D-glukézy a p-(1—4)-2-amino-D-glukézy. Tento
biopolymer je glukosaminoglykan a je slozen ze dvou béznych cukrd — glukosaminu
a N-acetylglukosaminu, jejichz podil zavisi na alkalické upraveé. Chitosan ma jeden primarni

Krunyfe Demineralizace

*Omyti *Extrakce
sPomleti pomoci HCl

Obrazek 9: Schéma pripravy chitinu a chitosanu [86]

Deproteinizace
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amin a dvé volné hydroxylové skupiny pro kazdy monomer [86]. Na rozdil od jinych hojné
se vyskytujicich polysacharidi obsahujici uhlik, vodik a kyslik, chitin a chitosan navic obsahuji
dusik (6,89 %) [88]. Chitin i chitosan maji reaktivni hydroxylové a aminoskupiny, ale chitosan
je obvykle mén¢ krystalicky nez chitin, coz jej pravdépodobné ¢ini dostupnéjsim pro ¢inidla
[86].

Chitosan je kvuli pfitomnosti acetylové skupiny s hydrofobni povahou Spatné rozpustny
ve vod¢ a nerozpustny v mnoha organickych rozpoustédlech. Na rozdil od toho je snadno
rozpustny v riznych zfedénych roztocich organickych kyselin, jako je kyselina octova
a mravenci [87], [89]. Rozpustnost chitosanu souvisi hlavné s aminoskupinami v jeho fetézci.
Za kyselych podminek pfi pH nizsich nez 6 jsou tyto aminoskupiny plné protonovany, diky
c¢emuz je chitosan vysoce rozpustny. Se zvySenim pH nad 6 mlZe byt rozpustnost chitosanu
postupné snizovana kviili deprotonaci jeho aminoskupin a ztraté kladného naboje. Uplna
deprotonace aminoskupin pod vyssim pH (nad 6) vede k nahlé precipitaci chitosanu [90], [91].
Rozpustnost miize byt také ovlivnéna stupném deacetylace a molekulovou hmotnosti. Celkové
vyS$i stupenn deacetylace v chitosanu vede K vy$§imu poctu protonovanych aminoskupin
poskytujicich vice kladnych naboji. Vyssi obsah kationtovych aminoskupin pak usnadnuje
rozpousténi chitosanu. Chitosan s vy$S§i molekulovou hmotnosti miize tvofit velky pocet
inter- a intramolekularnich vodikovych vazeb mezi fetézci chitosanu, coz ma za nasledek
tvorbu vysoce propletenych molekularnich fetézct a to ztézuje jejich rozpousténi [91], [92].

Pii uchovani potravindiskych produkti hraji dileZitou roli bariérové vlastnosti. Nejvice
studovana je propustnost vodnich par, ktera uddva mnozstvi vody, které pronikne za jednotku
plochy a ¢asu. Vzhledem k hydrofilni povaze chitosanu maji pfipravené filmy nizké bariérové
vlastnosti pro vodu. Propustnost vodnich par zavisi na nékolika faktorech, jako je molekulova
hmotnost, stupenn deacetylace a koncentrace chitosanu. V piipad¢ ptidavku fenolickych
slouceniny 1ze pozorovat pfevladajici trend G€inku téchto sloucenin na permeabilni vlastnosti.
Pritomnost fenolickych sloucenin totizZ obecné vede ke snizeni hodnot propustnosti vodnich
par. K tomu dochazi naptiklad pti ptidavku extraktu z kurkuminu, zeleného caje, spiruliny,
boruvek, ostruzin a dalSich. Vodikové a kovalentni interakce mezi chitosanovou siti a vlastnimi
fenolickymi slouc¢eninami extraktu snizuji dostupnost hydrofilnich skupin, a snizuji tak afinitu
matrice chitosanu k molekulam vody [85].
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2.11.2 Sitovani chitosanu

Ackoli  vykazuje  chitosan  vynikajici  filmotvorné  vlastnosti, pfi  srovnani
s nebiodegradovatelnymi plasty na petrochemické bazi ma relativné Spatné mechanické
a bariérové vlastnosti pro vodu, coz omezuje jeho vyuziti v primyslu baleni potravin. Jednim
zpusobem, jak tyto negativni vlastnosti vylepsit, je modifikace jeho fyzikalnich vlastnosti
pomoci chemickych, enzymatickych nebo fyzikalnich tprav, které indukuji jak inter-, tak
intramolekularni chemické vazby. Tyto tUpravy v podstaté modifikuji polymerni sit
zesitovanim polymernich fetézcli a tim zlepSuji funkénost filmu. Pouzivaji se rizné sitovaci
metody a Cinidla v zavislosti na druhu biopolymeru. Mezi bézna sitovaci Cinidla patii
glutaraldehyd, glyoxal nebo formaldehyd. Tyto latky jsou vSak povazovany za zdravotné
rizikové a je proto snaha nahradit je ptirodnimi netoxickymi sitovacimi ¢inidly [93].

Sohledem na typ pouzitého sitovaciho <cinidla mize proces sitovani probihat
prostiednictvim kovalentnich nebo iontovych vazeb. Kovalentni sitovani chitosanu
je chemicka reakce, jejimz vysledkem je vytvofeni stabilnich kovalentnich vazeb mezi
sitovacim cCinidlem a polysacharidovymi ftetézci. Jakakoli sloucCenina s alespoil dvéma
funk¢énimi skupinami schopnymi kondenzacni reakce s polymerem mize slouzit jako sitovaci
¢inidlo. Nejbéznéji vyuzivanym kovalentnim ¢inidlem je jiz zminény glutaraldehyd [94].

Druhym zptsobem zesitovani je tzv. iontové zesitovani, které vede k vytvoreni iontovych
vazeb mezi situjicim ¢inidlem a fetézci chitosanu. Ve vodném roztoku je naboj iontového
sitovaciho ¢inidla opaény nez nadboj modifikovaného polymeru a elektrostaticka pfitazlivost
polymeru k iontovému ¢inidlu indukuje G¢inek zesiténi. Teoreticky mize byt chitosan sitovan
jakoukoli chemickou slouceninou, ktera ma alespon dvé funkéni skupiny generujici ve vodé
zaporny naboj. Mezi nejcastéji pouzivand iontova sitovadla patii citraty a polyfosfaty, ale také
kyselina Stavelova. Ve srovnani s chitosanem sitovanym kovalentnimi vazbami je iontové
sitovany chitosan mén¢ stabilni v kyselych roztocich (rozpousti se pii pH < 3) [94].

2.11.2.1 Glutaraldehyd

Glutaraldehyd je jednim nejb€znéji pouzivanym sitovacim c¢inidlem pro chitosan.
Mechanismus sitovani chitosanu timto dialdehydem vSak neni pfili§ jasny. Pro pochopeni
mechanismu ptsobeni bylo provedeno mnoho studii a byly zjistény 3 mozné mechanismy:

a) jedna Schiffova baze se tvoii s jednou aldehydovou skupinou a druha aldehydova
skupina ziistava volna pro naslednou reakci

b) dvé Schiffovy baze jsou vytvoreny s obéma aldehydovymi skupinami glutaraldehydu
a dvéma chitosanovymi jednotkami

¢) fada molekul glutaraldehydu polymeruje za vzniku vétsiho zesit'ujiciho fetézce.

Chemické zesiténi mezi chitosanem a glutaraldehydem je zndzornéno na obrazku
(Obrazek 10). Nejvétsi nevyhodou glutaraldehydu je vsak jeho toxicita, ktera omezuje jeho
pouziti pro baleni potravin [95].
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Obrazek 10: Schéma chemického zesiténi mezi chitosanem a glutaraldehydem [95]

2.11.2.2 Kyselina taninovd

K pfekonani omezeni, kterd maji sitovaci ¢inidla na bazi dialdehydu, byla pro stabilizaci
nékolika ptirodnich polymerti zavedena kyselina taninova jakozto ptirodni sitovadlo. Kyselina
taninova je druh pfirodni polyfenolové slouceniny, ktery se Siroce vyskytuje v rtiznych
rostlinach a lze ji tak snadno extrahovat. Byla schvélena ifadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
ve Spojenych statech a ma schopnost interagovat s biopolymery jako je albumin, chitosan,
kolagen a zelatina pomoci nekovalentnich interakci. S chitosanem muze interagovat
prostfednictvim hydrofobnich interakci a vodikovych vazeb. Schéma chemického zesiténi
chitosanu kyselinou taninovou lIze pozorovat na obrazku (Obrazek 11) [95, 96].
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Obrazek 11: Schéma chemického zesiténi chitosanu kyselinou taninovou [95]

2.11.2.3 Tripolyfosfit sodny

Jako alternativa Kk toxickym a nebezpe¢nym sitovacim ¢inidlim by mohl byt tripolyfosfat
sodny, coz je zdravotné nezavadny a levny sitovaci prostiedek [97]. Tripolyfosfat sodny
je polyanion, s kladné nabitymi

prostfednictvim elektrostatickych sil za vzniku iontové zesit'ovanych siti [98]. Schéma zesiténi

ktery miiZe interagovat

OH

’
L

HO OH

HO

je zobrazeno na obrazku (Obrazek 12).

Obrazek 12: Schéma zesiténi chitosanu tripolyfosfatem sodnym [97]
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2.11.2.4 Vanilin

Vanilin, vyskytujici se v luscich vanilky (Vanila planifolia), je jednou z nejrozsitenéjsich piisad
a je Siroce vyuzivany jako ochucovadlo a konzerva¢ni ¢inidlo v potravinach, napojich,
parfumerii a farmaceutickém primyslu. Jednd se o vyznamny monomer, ktery vykazuje

rrrrr

Vanilin 1ze diky jeho aldehydové skupiné pouzit jako piirozené sitovadlo. Aldehydova
skupina tvofi vazbu s aminoskupinami chitosanu za tvorby Schiffovy baze. Hydroxylova
skupina tohoto sitovadla navic miZe tvofit vodikovou vazbu s aminoskupinami nebo
hydroxylovymi skupinami dal$i molekuly chitosanu [99].

OH
O
O O/
HO
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(@) H HC
OH
O
O O/ +
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NHj | q
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chitosan vanilin

zesitovany chitosan

Obrazek 13: Schéma zesiténi chitosanu vanilinem [100]

2.11.3 Polyvinylalkohol

Pfirozena kiehkost vétSiny filmi na bazi polysacharidii omezuje jejich pouziti. K piekonani
tohoto omezeni miiZze byt Gcinné pouziti biokompatabilniho a neantigenniho kopolymeru, jako
je polyvinalyalkohol. Spravné mnozstvi polyvinylakoholu pfispiva ke zlepSeni pruznosti
a prodlouZeni chitosanovych filmi a eliminuje tak nutnost pouziti zmékcovadel [99].

Polyvinylalkohol je ve vod¢ rozpustny synteticky polymer s vynikajicimi filmotvornymi,
emulgacnimi a adhezivnimi vlastnostmi. Nabizi vyjime¢nou odolnost vii¢i olejlim, mastnotdm
a rozpoustédliim, navic vysokou pevnost v tahu, pruznost a vysokou bariérovou odolnost proti
kysliku a aromatim. Samotny polyvinylalkohol se vSak pro baleni potravin nepouziva [101].

2.11.4 Anthokyany

Anthokyany (z tfeckého anthos = kvét a kyanos = modra) tvoii nejvétsi a pravdépodobné

vvvvvv

flavonoidni skupiny polyfenold, které jsou zodpovédné za modrou, fialovou a ¢ervenou barvu
mnoha rostlinnych pletiv. Hraji dileZzitou roli pfi pfitahovani zvifat, ¢imz podporuji Sifeni
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semen a opylovani a tim, ze absorbuji svétlo, pfispivaji k ochrané rostlin ptred poskozenim
ultrafialovym zafenim [102].

Anthokyany patii do skupiny flavonoidl, ale maji formu flavyliovych kationtl, coz je
odlisuje od ostatnich typt flavonoidi. Chemické forma anthokyani je zalozena na glykosidech
flavyliovych (2-benzopyryliovych) soli, viz Obrazek 14. Existuje vSak spousta strukturalnich
variaci v poctu hydroxylovych skupin, stupni methylace hydroxylovych skupin a povaze
a poctu cukernych skupin pfipojenych k molekule. Struktura anthokyand se navic méni
Vv zavislosti na poloze, povaze a poctu alifatickych nebo aromatickych kyselin piipojenych
k cukrim. Obecné maji anthokyany jednu glukosidovou jednotku, ale existuji rizné typy
anthokyant se dvéma nebo vice cukry pfipojenymi ve vice pozicich nebo pfipojenymi jako
oligosacharidové postranni fetézce [103, 104].

Obrazek 14: 2-fenylbenzopyryliovy kation flavyliové soli [105]

Intenzita a typ barvy anthokyani jsou zavislé na pfitomnosti hydroxylovych
a methoxylovych skupin. Pfitomnost mnoha hydroxylovych skupin méni barvu na namodraly
odstin, zatimco pfitomnost vice methoxylovych skupin zplsobuje vétsi zarudnuti. Antho-
kyaninové pigmenty se skladaji z glykosylované struktury anthokyaninu a anthokyanidinu, kde
glykosidovou formou je anthokyanin a aglykon pfedstavuje anthokyanidin. V rostlinach
se vyskytuje pfevazné Sest typu anthokyanidint, jako je kyanidin (50 %), delfinidin (12 %),
pelargonidin (12 %), peonidin (12 %), malvidin (7 %) a petunidin (7 %). Chemické struktury
téchto anthokyanidin jsou vyobrazeny na obrazku (Obrazek 15) [52].
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Obrazek 15: Chemické struktury nejznaméjsich anthokyanidini [106]

Kyanidin je purpurové nacervenaly pigment a nachazi se hlavné v bobulich a zeleniné
s cervenou barvou, jako je fialova kukufice, sladké brambory apod. Delphinidin
je cerveno-modry pigment vyskytujici se v rostlinach, a obvykle je tomuto pigmentu
piisuzovana modra barva kvéth. Pelargonidin je Cervenooranzovy a vyskytuje se hlavné
v ¢ervenych plodech a oranzovych kvétech. Peonidin je methylovany anthokyanidin a dodava
bobulim a hroznim purpurovou barvu. Malvidin je také purpurové zbarveny a vyskytuje
se hlavn¢ v modfe zbarvenych kvétech, naptiklad v ¢erveném vin€. Petunidin je tmave Cervené
zbarveny pigment, vyskytujici se hlavn¢ ve fialovych okvétnich listcich kvéti a v Cerném
rybizu [52].

Anthokyany jsou polarni, takZe jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech, jako je methanol,
ethanol a voda. Anthokyany jsou obecné bez zapachu a maji sviravou chut’ [103].

Tyto ptirodni slouCeniny se bézné vyskytuji v lidské strave, zejména v erveném, modrém
nebo fialovém ovoci a zelening, ve kterych se bézné vyskytuji v koncentracich od 0,1 do 1,0 %
suSiny. Denni pfijem anthokyanli u clov€k je znacn€¢ proménlivy a vysoce zavisly
na stravovacich navycich [107].

Anthokyany vykazuji zmény barvy specifické pro pH. Pti hodnotach pH pod 3 je ptevla-
dajici formou anthokyanti Cerveny flavyliovy kation. V oblasti pH 4-6 ptevlada bezbarva
karbinolova pseudobaze. Zvysenim pH na 6 se struktura zméni na neutralni chinoidni bazi, coz
ma za nasledek zménu barvy na fialovou. Pfi zvySeni pH nad hodnotu 7 se barva roztoku
anthokyant zméni na modrou v disledku pfitomnosti aniontové chinoidni baze. ZvySenim pH
nad 8 se tvofi chalkon, ktery zbarvi roztok na zeleno-zlutou [108].
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Obrazek 16: Barevné zmény anthokyani podle pH [109]

2.11.4.1 Anthokyany a inteligentni baleni

Anthokyany jsou v poslednich letech zkoumany pro aplikace inteligentniho baleni, kde diky
svym schopnostem ménit barvu v celém spektru pH zastavaji funkci barevného indikatoru.
Aby takovy indikator spravné fungoval, je potieba, aby byl extrakt anthokyanti kompatibilni
s polymerem. Déle musi byt schopen reagovat na zmény cCerstvosti potravin béhem jejich
skladovéni a distribuce. ProtoZe jsou indikatory zaloZzeny na barevnych zménach, musi byt
barevné zmény jednoznacné, snadno Citelné pro spotiebitele a maloobchodniky, a mély by vzdy
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souviset se zménami kvality balenych potravin. Kli¢ové jsou také dalsi vlastnosti anthokyanti,
jako je vodéodolnost a jejich stabilita [2].

Vybér rostliny pouzity jako zdroj anthokyanii je zasadni pro vyvoj indikdtoru zaloZzené¢ho
na anthokyanech, protoze ur¢i typ prevladajiciho anthokyanu. Extrakty ziskané z riaznych
rostlin vykazuji rtizné barevné variace pii rizném pH. Nejcastéji pouzivanymi rostlinami
pro tento Ucel jsou Cervené zeli a fialové bataty, které tvoti vice nez 35 % vSech studii, kvili
jejich vysokému obsahu kyanidind a peonidint v jejich monoacylovanych a diacetylovanych
formach [2]. Tyto anthokyany maji vylepSené vlastnosti tepelné, vlastnosti fotostability,
a ve srovnani s neacylovanymi anthokyany vykazuji Sir§i barevné spektrum zavislé na pH
[110]. Z tradi¢nich zdroji anthokyant se vyuzivaji napiiklad hrozny nebo ostruziny, z téch
netradi¢nich extrakty ze semen cerné soji, slupky fialového a cerného lilku a dalsi.

Koncentrace extraktu anthokyant v indikatoru je zasadnim faktorem, ktery by mél byt
pro spravnou funkci vhodné upraven. Bylo prokdzano, ze pfili$ nizké koncentrace anthokyani
zpusobuji méné rozliSitelné barevné zmény, zatimco pfili§ vysoké koncentrace maji nizsi
vyrazné odchylky, coz lze pfi¢ist interferenci zpisobené barvou samotného anthokyaninu [2].

Nékolik praci zkoumalo indikéatory pH nebo senzory na bazi anthokyant jakoZto ptirodnich
barviv. Piikladem jsou indik4torové pH filmy na bézi anthokyant extrahovanych z fialovych
sladkych brambor pro sledovani Cerstvosti veprového masa. Dalsi indikatory byly ptipraveny
Z anthokyant extrahovanych z hroznti, cerveného zeli, ¢ernych sojovych bobiti. Pro sledovani
kazeni pasterizovaného mléka byl vyvinut kolorimetricky indikator pH s extraktem z ¢erné
mrkve [111].

31



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Chitosan vysokomolekularni, Sigma-Aldrich
e Polyvinylalkohol 8-88, Fluka

e Polyvinylalkohol 10-98, Fluka

e Polyvinylbutyral, REGNAL

e Hydroxid sodny, pecky, Cisty, PENTA

e Kyselina citronova bezvoda, PENTA

e Kyselina chlorovodikova 35% p.a., PENTA
e Kyselina octovad 98%, CHEMAPOL

e Chlorid draselny p.a., CHEMAPOL

e Ethanol absolutni p.a., PENTA

e Ethanol 96%, PENTA

e Dusi¢nan vapenaty p.a., LACHEMA

e Vanilin 99%, Sigma-Aldrich

e Fosfore¢nan sodny dihydrat, LACHEMA

e Ninhydrin, Sigma-Aldrich

e 1-methoxy-2-propanol, Carl Roth

e Chlorid cinaty 98%, Sigma-Aldrich

e Duvilax (Tuzidlo KT), InoTEX

e Chlorid amonny ¢isty, CHEMAPOL

e Siran zine¢naty heptahydrat krystalicky, CHEMAPOL

3.2 Pristroje

e Analytické digitalni vahy Sartorius Entris 2241 — 1S
e Ultrazvuk — Ultrasonic compact cleaner PS 02000A
e Hiidelova michacka IKA, EUROSTAR 20 digital

e Magneticka michacka

e Automaticky aplikator filmu TQC, Gamin s.r.o

e Bakerovo natahovaci pravitko

e Susarna Venticell, MBT Medical Technology s.r.o.
e Spektrofotometr Eye-One Pro

e Spektrofotometr Helios a

e Spektrofotometr USB 650 UV, Ocean Insight

e Lyofilizator LABCONCO

e 3D tiskarna 3D WOX 1, Sindoh, Korea

e (Odstredivka Hettich EBA 30

e Inkubator IP 100-U, LTE Scientific Ltd
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3.3 Pouzity software

e Key Wizard, Gretag Macbeth
e Microsoft Excel

e Microsoft Word

e Vision V3.50

e QOcean View

e Adobe Photoshop CS2

3.4 Izolace anthokyanii

Jako zdroj anthokyant pro pfipravu extraktu byla vyuzita hlavka cerveného zeli, ktera byla
zakoupena Vv obchodnim fetézci. Cerstvé zeli bylo nakrajeno a nastrouhdno nahrubo pomoci
kuchynského struhadla. Extrakce byla provadéna tiemi riznymi rozpoustédly — 96%
ethanolem, destilovanou vodou a mixem téchto rozpoustédel v poméru 1:1. Bylo odvazeno
500 g nastrouhaného zeli, které bylo zalito 500 ml rozpoustédla. Tato smés byla poté po dobu
1 hodiny michéna pomoci hiidelové michacky Eurostar. Nasledn¢ byl anthokyanovy extrakt
oddélen od pevnych ¢astic zeli pomoci sitka do €isté nadoby, a ziskana suspenze byla filtrovana
ptes filtra¢ni papir Smith 150 mm. Filtrat byl poté zahustén na vakuové odparce na nizsi objem
a nasledné zbaven dal$ich necistot odstfedénim v centrifuze pii 4000 ot/min po dobu 10 minut.
Supernatant byl slit do lyofiliza¢ni nadoby a pfedan k lyofilizaci. Ziskany lyofilizovany prasek
byl skladovan ve vzduchotésné plastové nadobé v mrazaku.

3.5 Priprava pufri

Prvnim krokem pfiipravy pufri byla pfiprava zasobnich roztokt.. Pro piipravu pufrti bylo
nejdiive potfeba piipravit zasobni roztoky 0,2M kyseliny chlorovodikové, 0,2M chloridu
draseln¢ho, 0,2M fosforecnanu sodného, 0,1M kyseliny citronové, 0,1M glycinu
a 0,1M hydroxidu sodného. Do 100 ml odmérné baniky bylo kvantitativné prevedeno navazené
mnozstvi (v piipadé kyseliny chlorovodikové byl potiebny objem nabran pipetou),
viz Tabulka 1. Odmérna banka byla poté doplnéna po rysku destilovanou vodou a obsah byl
promichan.

Tabulka 1: Navazky (g) pro piipravu 100 ml zasobnich roztoki

Kyselina Chlorid FOSforeC,nan Kyselina . Hydroxid
chlorovodikova draselny sodny citronova Glycin sodny
VOGOV Y dihydrat M Y
2,0827 1,4920 3,5600 2,1008 0,7510 0,3999

Pufry v rozmezi pH 3-12 byly pfipraveny pfimym smichanim danych objemut dle udaju
v Tabulka 2. Pti ptipravé pufrd pH 1-2 bylo nutné pufry napipetovat do odmérnych ban¢k
a nasledn¢ banky doplnit po rysku destilovanou vodou.
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Tabulka 2: Potiebné objemy (ml) zasobnich roztoki pro pripravu 100 ml pufra

Kyselina Chlorid | Fosfore¢nan | Kyselina GIvei Hydroxid
a0 , ; . . ycin ,
pH chlorovodikova | draselny sodny citronova (0.1 M) sodny
(0,2 M) (0,2 M) (0,2 M) (0,2 M) ' (0,1 M)
1,0 48,50 25,00 - - - -
2,0 5,30 25,00 - - - -
3,0 - - 20,55 79,45 - -
4,0 - - 38,55 61,45 - -
4,6 - - 46,75 53,25 - -
5,0 - - 51,50 48,50 - -
6,0 - - 63,15 36,85 - -
7,0 - - 82,35 17,65 - -
8,0 - - 97,25 2,75 - -
9,0 - - - - 89,00 11,00
10,0 - - - - 62,50 37,50
11,0 - - - - 51,20 48,80
12,0 - - - - 46,00 54,00

3.6 Méreni absorpénich spekter

U vSech pfipravenych extraktli anthokyanii byla zmétena absorpcni spektra. Lyofilizované
extrakty byly rozpusStény v destilované vodé v poméru 1:10 a poté byl roztok odstiedén
pti 5500 ot/min po dobu 5 minut. V kyveté byly smichany 3 ml daného pufru (viz kapitola 3.5)
a 100 pl odstfedéného roztoku. Nasledné byla pomoci spektrofotometru Helios o méfena
absorp¢ni spektra v oblasti 300-800 nm proti destilované vode.

eSS
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Obrazek 17: Mérené roztoky anthokyanového extraktu v pufrech v rozmezi pH 1-12

3.7 Stanoveni celkové koncentrace anthokyani

Pro stanoveni celkové koncentrace anthokyanti v ziskanych extraktech byla vyuzita metoda pH
diference. Lyofilizdt byl vzdy rozpustén v destilované vodé v hmotnostnim poméru 1:9
a ziskany roztok byl odstiedén pii 5500 ot/min po dobu 5 min. Pufry o hodnoté pH 1 a pH 4,6
potiebné pro stanoveni byly ptipraveny dle postupu popsaného v kapitole 3.5.
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V kiemenné kyveté bylo 60 ul pripraveného roztoku extraktu smichano s 3 ml pufru pH 1
nebo pH 4,6. Postup byl shodny pro vSechny lyofilizaty. Nasledné byla zméfena absorbance
téchto roztokt pti vinové délce 530 a 700 nm proti destilované vod¢. Podle nasledujicich rovnic
(1) a (2) byla vypocitana celkova koncentrace anthokyand.

O AA- M, - F - 1000 M
koncentrace anthokyani (mg/1) = L
AA = (As30 — A700)pr1 — (As30 — A700)pH 4,6 (2)

AA — zména absorbance pti 530 a 700 nm v pufrech pH 1 a pH 4,6
M, — molarni hmotnost kyanidu-3-glukosidu (449,2 g/mol)
F — faktor ziredéni
& — molarni absorpéni koeficient kyanidu-3-glukosidu (26900 dm?3 - mol™! - cm™1)
L — opticka draha (cm)
1000 — faktor pro prevedeni grami na miligramy

3.8 Priprava zakladnich roztoki

Anthokyany byly izolovany z cerveného zeli dle postupu popsaného v kapitole 3.4
Lyofilizovany prasek byl nasledné rozpustén ve vodé v poméru 1:1 a rozpusténa smes byla
odstfedéna pti 5500 ot/min po dobu 5 minut. Takto pfipraveny roztok byl pouzivan k ptipraveé
filma. Do dalsiho pouziti byl roztok skladovan v lednici.

Pro ptipravu zakladniho roztoku chitosanu byl navazen 1 g vysokomolekularniho chitosanu.
Do kadinky bylo pfidano 49 g 2% roztoku kyseliny octové a obsah kadinky byl zahtat
na magnetické michacce s ohfevem na cca 60 °C. Navazeny chitosan byl pomalu pfidavan
k zahtatému roztoku kyseliny octové, ktery byl neustale michan pomoci htidelové michacky
Eurostar. Po pfidani celého mnozstvi chitosanu byla smés michdna dal$i hodinu. Kvili
moznému odparu pii zahfivani byl nakonec obsah kadinky doplnén do 50 g, aby celkova
koncentrace chitosanu odpovidala 2 %. Pfipraveny roztok chitosanu byl do dal§iho pouziti
skladovan v lednici.

Pro ptipravu zakladniho roztoku polyvinylalkoholu bylo navazeno 7,5 g polyvinylalkoholu.
Do kédinky bylo pfidano 42,5 g destilované vody a obsah kadinky byl zahtat na magnetické
michacce s ohfevem na cca 70 °C. Navazeny polyvinylalkohol byl pomalu ptidavan k zahiaté
destilované vodé, kterd byla neustadle michdna pomoci hiidelové michacky Eurostar. Po pfidani
celého mnozstvi polyvinylalkoholu byla smés michdna dalsi hodinu. Kviili moznému odparu
pii zahfivani byl nakonec obsah kadinky doplnén do 50 g, aby celkova koncentrace
polyvinylalkoholu odpovidala 15 %. Pfipraveny roztok polyvinylalkoholu byl do dalsiho
pouziti skladovan v lednici.

Zakladni roztok wvanilinu byl piipraven rozpusténim 1g v 10ml cistého ethanolu,
aby celkova koncentrace vanilinu ¢inila 10 %. Do dalsiho pouziti byl tento roztok skladovan
v lednici.
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3.9 Priprava filmui

Byl pfipraven indikator pH skladajici se z chitosanu, polyvinylalkoholu, vanilinu a extraktu
anthokyanti. Pfiprava filmt probihala v malé kadince na magnetické michacce. Nejdiive bylo
do kéddinky navazeno dané mnozstvi zdsobniho roztoku chitosanu (CS) a polyvinylalkoholu
(PVA) v ur¢itém poméru. Byly testovany poméry CS:PVA 1:1, 1:3 a 3:1. Poté byla kadinka
piesunuta na magnetickou michacku, kde byl za stdlého michéani pfidan roztok anthokyant.
Na 1,5 g celkové kompozice bylo ptidavano 450 pl roztoku anthokyand, coz odpovida 30 %
celkové kompozice. Nasledné byl pfidavan roztok vanilinu, pficemz byl testovan ptidavek 10,
15 a 20 % vanilinu na susinu chitosanu. Na 1,5 g celkové kompozice bylo tedy ptidavano 23,
34 a 44 ul pripraveného 10% roztoku vanilinu.

Po ptidani vSech vySe zminénych komponent byl roztok michan dal$i 2 minuty a poté byl
pomoci Pasteurovy pipety nadavkovan pred Bakerovo pravitko na PET folii. Pomoci TQC
aplikatoru byly nanaseny filmy o definované tloust’ce 60 um. Filmy byly ponechany 30 minut
zaschnout pfi laboratorni teplot¢ a nasledné byly dosuSeny v susarné pti 70 °C po dobu
15 minut.

E

Obrazek 18: Aplikator filmu TQC a Bakerovo pravitko

3.10 Stanoveni rozpustnosti

Stanoveni rozpustnosti ptipravenych filml probihalo tak, ze byla PET folie pfed nanesenim
VIstvy zvazena na analytickych vahach a byla tak ziskdna hmotnost mi. Poté byl nanesen film
viz kapitola 3.9 a po vysuSeni v susarné byla folie s nanesenou vrstvou vloZena na 15 minut
do exsikatoru, kde byla diky nasycenému roztoku dusi¢nanu vapenatého udrZzovana relativni
vlhkost 50 %. Po uplynuti 15 minut byla folie s nanesenou vrstvou zvazena a byla tak ziskana
hmotnost m. Poté byla folie ponofena na 1 minutu do misky s vodou a nasledné vysusena
Vv susarné pfi teploté 100 °C. Po vysuseni byla folie znovu vlozena na 15 minut do exsikatoru
anasledné¢ zvaZena na analytickych vahach pro ziskdni hmotnosti mz. Stanoveni bylo
provedeno pro kazdy vzorek 3x. Rozpustnost byla vypocitana dle vztahu (3).
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Nejdiive byla rozpustnost stanovovana u vzorkil pfipravenych v poméru CS:PVA 1:1
a lisicich se v koncentraci vanilinu (10, 15, a 20 %). Pro dal$i experimenty byla vybrana
koncentrace vanilinu 15 % a byly testovany rizné poméry chitosanu a polyvinyalkoholu
(CS:PVA 1:1,1:3a3:1).

3.11 Stanoveni stupné zesiténi

Stupent zesiténi ptfipravenych filmi byl hodnocen ninhydrinovym testem s kvantitativnim
stanovenim poméru spotfebovanych aminoskupin reakci s vanilinem k volnym aminoskupinam
Vv nezesiténych filmech. Pro pfipravu ninhydrinového ¢inidla byl smichan roztok A (1,05 g
kyseliny citronové, 0,4 g hydroxidu sodného a 0,04 g chloridu cinatého rozpusténo v 25 ml
destilované vody) s roztokem B (1 g ninhydrinu v 25 ml 1-methoxy-2-propanolu). Smichané
roztoky byly dale michany po dobu 45 minut, poté bylo ptipravené ¢inidlo do dalsiho pouziti
uskladnéno v tmavé lahvi.

Testované filmy byly nafezany na S§itku folie 1 cm, ktera byla vlozena do zkumavky
umisténé Sikmo ve vrouci vodni l4zni. Do zkumavky byly pfidany 2 ml ninhydrinového ¢inidla,
hrdlo zkumavky bylo piekryto parafilmem, aby nedochéazelo k odparu a takto pfipravené
zkumavky byly ponechany ve vodni lazni pii 100 °C po dobu 30 minut. Stejnym zpisobem
byla testovana i nanesend samotnd vrstva 2% chitosanu. Soucasné byl ptipraven slepy vzorek,
ktery sestaval z Cisté PET folie, ktera byla stejn¢ jako vzorky umisténa do zkumavky spolecné
s 2 ml ninhydrinového ¢inidla a ponechana ve vodni lazni pfi 100 °C po dobu 30 minut.
Po uplynuti 30 minut byly zkumavky ochlazeny na teplotu mistnosti. Poté byl obsah zkumavek
prelit do menSich vialek, kde byly roztoky ziedény 1 ml 50% ethanolu. Nasledné byla
zaznamenana absorbance pii 570 nm pomoci UV spektrofotometru. Kazdy vzorek byl
stanovovan 3x, pficemz byly testovany rizné koncentrace vanilinu (10, 15 a 20 %) a ruzné
poméry chitosanu a polyvinylalkoholu (CS:PVA 1:1, 1:3, 3:1). Stupeini zesiténi byl vypoéitan
podle vztahu:

Az2=45 100

(4)
G 100)

stupen zesiténi (%) = 100 — (

A, — absorbance zesitované vrstvy (nm)
Acs — absorbance chitosanové vrstvy (nm)
Ap — absorbance slepého vzorku (nm)
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Obrazek 19: Aparatura pro stanoveni zesiténi ninhydrinovou zkouskou (vlevo) a ziskané
roztoky pro spektrofotometrické méreni (vpravo)

3.12 Pretisk vrstev

U pfipravenych vrstev dle postupu popsaného v kapitole 3.9 byl proveden pietisk pomoci
nékterych polymerti s obsahem hydroxidu sodného. Polymery zvolené pro pietisk byly duvilax,
polyvinylalkohol 10-98 a polyvinylbutyral.

Jelikoz zména barvy anthokyanového extraktu z fialové do modré probiha pii ptiblizném
pH 9, bylo nutné zjistit, jaké mnozstvi hydroxidu je potieba do duvilaxu vpravit pro nastaveni
takového pH. Do navazeného mnozstvi duvilaxu byla vpravena kapka 1% roztoku
fenolftaleinu, nasledné byl postupné piidavan 3% roztok hydroxidu sodného az do rizového
zbarveni roztoku. Pfi pfipravé kompozice pro pretisk vrstvy byl duvilax odvazen pomoci
analytickych vah do malé kddinky a na magnetickém michadle bylo pfidano predem zjisténé
mnozstvi 3% roztoku hydroxidu sodného. Pomoci sita 77/195-48Y byla takto pfipravena
kompozice pietisknuta na vrstvy, pficemz koncentrace hydroxidu byla postupné zvySovana
pro dosazeni vétsi barevné zmeény.

Z polyvinylalkoholu 10-98 byl pfipraven 15% roztok tak, ze navazenych 7,5 g bylo
vmichano do 42,5 g destilované vody a kadinka pak byla ponechana pti 60 °C pies noc
Vv susarné, aby polyvinylalkohol nabobtnal. Druhy den byl pak obsah kadinky doplnén do 50 g,
aby koncentrace polymeru cinila 15 %. Nabobtnany polyvinyalkohol byl poté rozmichéan
pomoci hiidelové michacky Eurostar pfi mirném zahiivani na magnetické michacce. Takto
piipraveny zasobni roztok byl do dalsiho pouziti skladovan v lednicce. Pii piipravé kompozice
pro pietisk vrstvy byl roztok polyvinylalkoholu odvaZen na analytickych vahach do malé
kadinky a na magnetickém michadle bylo pfiddno pfedem uréené mnozstvi 3% roztoku
hydroxidu sodného. Pomoci sita 77/195-48Y byla takto pfipravena kompozice ptetisknuta
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na vrstvy, pti¢emz koncentrace hydroxidu byla postupné zvySovana pro dosazeni vétsi barevné
zmény.

Byl ptipraven 10 % polyvinylbutyralu. NavaZzenych 5 g bylo pomalu vmichavano do 45 g
absolutniho ethanolu. Cely obsah kadinky byl celou dobu michan pomoci hiidelové michacky
Eurostar. Takto pfipraveny zasobni roztok byl do dalSiho pouZiti skladovan v lednicce. Pti pfi-
pravé kompozice pro pietisk vrstvy byl roztok polyvinylbutyralu odvazen na analytickych
vahach do malé¢ kadinky a na magnetickém michadle bylo pfidano pfedem uréené mnozstvi
10% roztoku hydroxidu sodného. Pomoci sita 120/305-34Y byla takto pfipravena kompozice
pretisknuta na vrstvy, pficemz koncentrace hydroxidu byla postupné zvySovana pro dosazeni
vetsi barevné zmény.

3.13 Méfreni stability filmi v ¢ase

Piipravené vrstvy dle postupu popsané¢ho VKkapitole 3.9 byly pretisknuty 10%
polyvinylbutyralem viz kapitola 3.12. Ptetisknuté prouzky byly nastiihany a na kazdém byly
vzdy vyznaceny lihovou fixou 3 mista, na kterych bylo nédsledné méfeno odrazové spektrum.
Prouzky byly nalepeny na PET folii S vyfiznutym stfedem, kterd byla nalepena na skiin
Vv laboratofi. Vrstvy byly ponechdny ptisobeni denniho svétla po dobu 30 dni a ze skiin€ byly
sunddvany pouze pro Ucely méfeni. Intenzita svételné expozice byla v pribéhu jednoho dne
méfena pomoci detektoru XD-9502-4, ktery je schopny méfit intenzitu ozafeni (mW/m?)
i osvétleni (lux). Naméfené hodnoty jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka 3). Pomoci
spektrofotometru X-rite 11 byla vrozmezi vinovych délek 380—730 nm méiena spektra
v danych ¢asovych intervalech (0., 1., 2., 4., 8., 16. a 30. den).

Tabulka 3: Naméfené hodnoty svételné expozice

Cas Intenzita zafeni [mMW/m?] Intenzita osvétleni [lux]
8:00 12,0 280
10:00 13,0 302
12:00 13,9 311
14:00 11,9 271
16:00 11,8 268
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Obrazek 20: Vrstvy pro méieni ¢asové stability nalepené na skiini laboratore

3.14 Méreni barevnosti

Abychom byli schopni barvy objektivné popsat, vyuzivame k tomu kolorimetrii, kterd popisuje
barvy pomoci jistych spojitych funkci. K objektivnimu vyhodnoceni barev musime nejdiiv
definovat tfi zdkladni elementy barevného vidéni — objekt, zdroj svétla a pozorovatele.

Kazdy svételny zdroj je charakterizovan spektralni intenzitou vyzatovani M, (A1), pficemz
tento parametr nam fika, jak ktery zdroj na urcité vinové délce vyzatuje. Mezinarodni komise
pro osvétleni CIE (Commision internationale de I’¢lairage) definuje n€kolik standardizovanych
zdroji — pro denni osvétleni jsou to zdroje D50, D65 a D75, pii¢emz cislo urcuje teplotu
chromaticnosti.

Intenzitu dopadajiciho svétla charakterizujeme na kazdé vinové délce I,(4). Pii odrazeni
svétla od objektu bude mit pak svétlo intenzitu I(A1). Pokud svétlo ze svételného zdroje dopada
na objekt, tak se né€které slozky v objektu pohlti (mén¢ se odrazi) a jiné se nepohlti (vice se
odrazi). Pomér intenzity odrazeného svétla od objektu k intenzité dopadajiciho svétla na objekt
je parametr reflektance R(4).
1Y)
lo(®) ©)

R =

Reflektance vyjadiuje, jak moc objekt svétlo o dané vinové délce odrazi. Zjisténim tohoto
parametru Vintervalu vlnovych délek 380-750 nm ziskame reflexni spektrum, které
charakterizuje objekt. K méteni se pouziva reflexni spektrofotometr, jehoz obecné schéma je
zobrazeno na obrazku (Obrazek 21). Ke zjisténi intenzity odrazeného svétla pfi jednotlivych
vlnovych délkach je potfeba svétlo rozlozit pomoci difrakéni miizky. Rozlozené svétlo pak
dopada na fadu fotodetektort, kde dojde k pfeméné svétla na elektricky signal. Pfed méfenim
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je vzdy nutné ptistroj kalibrovat na absolutni bilou zmétenim dokonale bilé plochy, ktera zadné

fada fotodetektori — :T:n:n:
difrakéni mfizka . zrcatko
N / ‘/

svétlo nepohlcuje [112].

N

zdroj svétla

]
l

méfeny vzorek
Obrazek 21: Schéma odrazového spektrofotometru [112]

Definice pozorovatele je nejslozitéjsi, jelikoz vjem barvy vznikd az v naSem mozku analyzou
jistych podnétii. V lidském oku jsou pfitomny fotoreceptory a ¢ipky. Fotoreceptory, nazyvané
téZ ty¢inky, v podstaté vidi &ernobile, protoZe jsou zodpovédné za vnimani jasu. Cipky slouzi
k barevnému vidéni, pficemz mame tfi druhy cipka — p, y, f. Tyto Cipky jsou citlivé
na ¢ervenou, zelenou a modrou oblast viditelného zafeni.

Mezindrodni komise pro osvétleni CIE definuje dva standardizované pozorovatele a to
dvoustupiiového (2°) a desetistupiiového (10°). Kazdy je definovan pomoci trichromatickych
Clenitell x, ¥, z. Tyto tfi funkce byly ziskany experimentalné a vyjadiuji citlivost pozorovatele
[112].

Barvu Ize jednoznacné definovat pomoci trichromatickych hodnot X, Y a Z, které lze
vypoéitat ze spektralni reflektance R(A), spektralni distribuce osvétleni @°(1) a funkci
trichromatickych ¢leniteltt X, y, Z podle vztahi (6), (7), (8) a (9) [113].

730
X=K)» ¢°)-RW) %) (6)
730
Y=K) ¢°D-RA)-¥(D) ()
730
Z=K)) ¢°)-RW)-z(1) (8)
328(; 100
_ - 9
K=rm5m B
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na soufadnice barvového prostoru CIE L*a"h". Parametr L* pfedstavuje mérnou svétlost, na ose
a“ jsou barvy od zelené po Cervenou a na 0se b” se nachazi barvy od modré po zlutou. Xn, Yn
a Zn jsou trichromatické hodnoty bilého bodu, podle zvolenych pozorovacich podminek.
Prostor L*a"b” je znazornén na obrazku (Obrazek 22).

L* =116 - (Y/Y)Y3 - 16 (10)
a* =500 [(X/X )3 — (YY) 3] (11)
b* =200 [(Y/Y )3 = (Z/Z)'3] (12)

Ze soufadnic a" a b” lze vypodist i dal3i atributy barev — chromu a odstin. Chroma C”
predstavuje mérnou Cistotu barevného ténu a vyjadiuje vzdalenost od achromatického bodu
k bodu barvy. Cim véti je chroma, tim pestieji je barva. Odstin h” je ozna¢ovany jako mérny
thel barevného tonu a je uréen (thlem mezi Gse¢kou chromy a osou +a*. Chromu a odstin lze
vypocitat dle vztahu (13) a (14) [114].

C*=+a?2+b*? (13)

h* = arctan(b*/a*) (14)

BILA
L*

ZLUTA
A +b*
reen D e e CERVENA
-a* B S

= : +a*

CERNA

Obrazek 22: Barvovy prostor CIE L"a’b” (vlevo) [115] a Fez timto prostorem pro jedno L,
s vyznacenim mérného tihlu barevného tonu a mérné ¢istoty barevného téonu (vpravo) [112]

Pro porovnani barev mezi sebou mizeme vypog&ist barvovou odchylku AE”™ podle rovnice
(15). Tato veli¢ina zohlednuje rozdil svétlosti i rozdil v chromatické roving, a proto je vhodna
k posuzovéni rozdilii a odchylek barev. Mezi dalsi veli¢inu patii odchylka odstinu AH", jejiz
vypocet je uveden v rovnici (16) [114].

AE* = \J(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (15)
AH* = \[(AE*)? — (AC*)? — (AL*)? (16)
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3.15 Méieni barevnosti vrstev po kontaktu s amoniakem

U filma piipravenych dle postupu popsaného viz kapitola 3.9 byla méfena barevna zména
po kontaktu vrstvy s plynnym amoniakem. Pfi kaZeni masa je totiz ve znaéné koncentraci
kromé¢ jinych plynd uvoliiovan pravé amoniak. Ten byl vyvijen reakci chloridu amonného
S hydroxidem sodnym dle reakce (17).

NH,Cl + NaOH — NH; + NaCl + H,0 (17)

Pro experiment byla navrZena specialni méfici komora o objemu 550 ml, ktera byla vy-
tisknuta na 3D tiskarn€ 3D WOX 1. Z boku méfici komory byla vsunuta jehla, ktera byla
napevno prilepena chemoprenem pro zajisténi tésnosti. Ve ¢tvercovych otvorech byla stejnym
zpisobem nalepena skli¢ka. Skrz diru ve vicku byla zasunuta méfici sonda od spektrometru
USB 650 UV, ktera sméfovala na vzorek pod thlem 45 °. Vzorky byly pfipraveny vystfihnutim
rozméru 1,5 x 1,5 cm a nalepenim na bilou desticku ze slinutého oxidu hlinitého o0 velikosti
26 x 76 x 0,635 mm.

Pfed méfenim byl na dno meéfici komory nalit piesyceny roztok heptahydratu siranu
zineCnatého, ktery pii experimentech udrzoval relativni vlhkost 90 %. Déle byl ptipraven 8%
roztok hydroxidu sodného. Do malé kadinky byl navdzen chlorid amonny. Navazky jsou
zobrazeny v tabulce (Tabulka 4).

Tabulka 4: NavazKky chloridu amonného pro vyvijeni danych koncentraci amoniaku

Navazka chloridu Mnozstvi amoniaku | Koncentrace plynného
amonn¢ho (g) (mg) amoniaku (mol/l)
0,0471 15 0,0016
0,0314 10 0,0011
0,0157 5 0,0005
0,0094 3 0,0003
0,0063 2 0,0002
0,0031 1 0,0001

Kéadinka s navazenym chloridem amonnym byla pomoci pinzety vlozena do métici komory.
Z vnitini strany vicka byla pod sondu nalepena bila porcelanova desticka a provedlo
se vynulovani na bilou barvu. Nésledné byla bila desticka odstranéna a na jeji misto byla
nalepena desticka se vzorkem. M¢tici komora byla zasroubovana vickem.
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Obrazek 23: Mérici komora s vickem a nalepenym vzorkem (vlevo), cela aparatura pripravena

k méfeni (vpravo)

V programu Ocean View byly zaznamenany hodnoty L*,a*, b*a soucasné také C* a h*,
pricemz tyto hodnoty odpovidaly ¢asu 0 minut. Pies pfipevnénou jehlu bylo do uvnitt umisténé
kadinky s chloridem amonnym vstiiknuto 5 ml pfedem ptipraveného 8% roztoku hydroxidu
amonného. V tuto chvili byly spuStény stopky a bylo zapocato méfeni. L*,a",b*, C*
a h*hodnoty byly zaznamenavany v dalSich pfedem uréenych ¢asovych intervalech. Soucasné
bylo automaticky kazdy 30. sken ukladano odrazové spektrum. Cely experiment trval celkem
30 minut. Ze ziskanych L*,a*a b*hodnot byla pomoci programu Adobe Photoshop CS2
provedena barevna vizualizace prubéhu experimentu.

3.16 Priprava experimenti s masem

Byl proveden experiment s kufecim masem a rybou, ktery mél slouzit k ovéfeni schopnosti
vytvoteného indikéatoru reagovat na zmeény v Cerstvosti balenych potravin.

3.16.1 Experiment s rybou

Pro experiment s rybou byl v rybarné zakoupen cerstvy pstruh o hmotnosti 340 g, ktery byl
prodejcem zabit a vykuchan. Pstruh byl dikladné umyt, vysuSen a nasledné¢ vlozen
do vakuovaci folie Maxxo. Nasledné byl na vnitini hladkou stranu sa¢ku pomoci oboustranné
pasky nalepen ptipraveny indikator o stejnych velikostech jako pii méteni reakce na amoniak,
tedy 1,5 x 1,5 cm. Funk¢ni vrstva indikatoru sméfovala dovnitt obalu. Vakuovaci sacek byl
poté bez vakuace zataven pomoci vakuovaci svafecky Maxxo VM Profi. Pfipraveny sacek
s rybou byl vloZen do termostatu, kde byla udrZzovéana teplota 26 °C. Kazdy den byl sacek
vyndan z termostatu na dobu nezbytnou k potizeni fotek.
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3.16.2 Experiment s kuiecim masem

Pro experiment s kufecim masem byly v obchodnim fetézci zakoupeny kufeci prsni platky.
Pouzito bylo stejné mnozstvi jako pii experimentu s rybou, to znamena 340 g. Maso bylo
dikladné umyto, vysuSeno a nasledné vloZzeno do vakuovaci folie Maxxo. Nasledné byl
na vnitini hladkou stranu sacku pomoci oboustranné pasky nalepen piipraveny indikator
0 stejnych velikostech jako pii méfeni reakce na amoniak, tedy 1,5 x 1,5 cm. Funkéni vrstva
indikatoru smétovala dovniti obalu. Vakuovaci sacek byl poté bez vakuace zataven pomoci
vakuovaci svarecky Maxxo VM Profi. Pfipraveny sacek s kufecim masem byl vlozen
do termostatu, kde byla udrZzovana teplota 26 °C. Kazdy den byl sa¢ek vyndan z termostatu
na dobu nezbytnou k poftizeni fotek.

45



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Absorpéni spektra anthokyanovych extrakti

Mg¢feni absorp¢nich spekter bylo provedeno dle postupu popsaného v kapitole 3.6. Prvni graf
(Obrazek 24) zobrazuje absorpcni spektrum ethanolového extraktu v kyselé oblasti pH.
Roztoky v rozmezi pH 1-3 vykazuji pomérné vysokou absorbanci. Mezi hodnotami pH 4-6
pak absorbance prudce klesa a roztoky se projevuji maximem absorbance pii vinové délce
priblizn¢ 550 nm a vykazuji tak svétle purpurovou barvu.

3,0
25 3 —pH1
1 pH 2
- 2,0 ] pH 3
@ ] pH 4
C -
S ] pH 6
o) i
< 1,0 -
] \
i \
0,5 1 \
] \
0,0 +— \
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vinova délka [nm]

Obrazek 24: Absorp¢ni spektra ethanolového extraktu anthokyani v kyselé oblasti pH

Na druhém grafu (Obrazek 25) je vyobrazeno absorpcéni spektrum ethanolového extraktu
v zasadité oblasti pH. Lze pozorovat, ze pii zvySeni pH se maximum absorbance posouva
za 600 nm a pievlada tak modra barva roztoku. Pii piekroceni pH nad hodnotu 10 pak zac¢ina
roztok pfechazet do Zluté formy chalkonu.
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Obriazek 25: Absorpéni spektra ethanolového extraktu anthokyani v zasadité oblasti pH

4.2 Celkova koncentrace anthokyanii v extraktech

U tiech raznych extraktli anthokyanti z ¢erveného zeli, ziskanych dle postupu popsaného
v kapitole 3.4, byla zjisténa celkova koncentrace anthokyanti metodou diference popsané
v kapitole 3.7. Koncentrace anthokyanti se u jednotlivych extraktd lisila, pfi¢emz nejvyssi
koncentrace byla naméfena u ethanolového extraktu. U extraktu ziskaného pifi pouziti smési
ethanol-voda byla koncentrace anthokyanii naméfena pouze o 11,5 % mensi nez pfi pouZiti
Cistého ethanolu. Vodni extrakt obsahoval anthokyant nejméné. Pii porovnani téchto tii
extrakti se zda ekonomicky nejvyhodnéjsi vyuzit k extrakci smés ethanol-voda a ptipadné
zménit pomér téchto ¢inidel na 6:4 nebo 7:3. Vysledky stanoveni jsou zobrazeny v tabulce
(Tabulka 5).

Tabulka 5: Vysledky stanoveni celkové koncentrace anthokyani

e celkova koncentrace
extrakeni ¢inidlo
[mg/1]
voda 7569
ethanol 11 640
ethanol-voda 1:1 10 302
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4.3 Stanoveni rozpustnosti

Rozpustnost byla u jednotlivych filma stanovovana dle postupu popsaného Vv kapitole 3.10.
Nejmensi rozpustnost vykazovala vrstva s 15 % vanilinu, proto byla tato koncentrace vybrana
jako nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty. Vysledky tohoto stanoveni jsou viditelné v tabulce
(Tabulka 6).

Tabulka 6: Vysledky rozpustnosti vrstev s riznou koncentraci vanilinu

% vanilinu primérna rozpustnost
ve vzorku [%0]

10 42

15 21

20 29

Dalsi stanoveni rozpustnosti bylo provedeno u vrstev obsahujicich 15 % vanilinu, ale liSicich
se vV poméru chitosanu a polyvinylalkoholu. Zkoumany byly poméry CS:PVA 1:1, 1:3 a 3:1.
Vysledky tohoto stanoveni se od sebe pfrili§ nelisi, nejméne se rozpoustéla vrstva v poméru
CS:PVA 1:1, nejvice vrstva 1:3. Vysledky tohoto stanoveni jsou zobrazeny Vv tabulce
(Tabulka 7).

Tabulka 7: Vysledky rozpustnosti vrstev o rizném poméru CS:PVA a 15 % vanilinu

pomér CS:PVA | primérna rozpustnost
ve vzorku [%0]
1:1 16
1:3 22
3:1 20

4.4 Stanoveni stupné zesiténi

Stupeni zesiténi chitosanu byl u pfipravenych vrstev zjistén pomoci ninhydrinové metody,
popsané v kapitole 3.11. Nejdiive byl stanovovan stupeni zesiténi u chitosanovych filmu
s rozdilnou koncentraci vanilinu. Nejméné byl zesitovan vzorek s 10 % vanilinu, kdy bylo
zesitovano 42 % chitosanu. Pfidavek vanilinu v celkové koncentraci na suSinu chitosanu
15 a 20 % vyslo velmi podobng, stupen zesiténi se pohyboval okolo 48 %. Vysledky stanoveni
jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka 8).
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Tabulka 8: Vysledky stupné zesiténi vrstev s riznou koncentraci vanilinu

% vanilinu .

ve vzorku stupen zesiténi [%o]
10 42,1
15 47,9
20 48,7

Dalsi stanoveni stupné zesiténi bylo provedeno u vrstev liSicich se v poméru chitosanu
a polyvinylalkoholu, avSak se stejnou koncentraci vanilinu, ktera €inila 15 % na suSinu
chitosanu. Z téchto vysledku je patrné, Ze pii vétSim mnozstvi chitosanu ve vzorku 3:1 vySel
stupeni zesiténi nejmensi a to okolo 30 %. Je to zplisobeno tim, Ze s vét§Sim mnoZzstvim chitosanu
se poji také veétsi mnozstvi volnych aminoskupin, které mohly zlistat nezesitované. Naopak
u blendu 1:3, ktery obsahoval malé mnozstvi chitosanu, vySel stupen zesiténi téméef 82 %.
Vysledky stanoveni jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka 9).

Tabulka 9: Vysledky stupné zesiténi vrstev o rizném poméru CS:PVA a 15 % vanilinu

por::n\‘/zcosr:kl;VA stupern zesiténi [%o]
1:1 74,3
1:3 81,8
3:1 30,2

4.5 Uprava pH ptipravenych filmi

Pii ptipraveé filmu byla snaha o zvySeni pH zvolené kompozice, pfi které by doslo k posunuti
barvy vrstvy z fialové do modré. Pii ptipravé kompozice byl tedy postupné do michaného
roztoku pfidavan 3% roztok hydroxidu sodného a byla sledovana barevna zména roztoku. Tento
postup vSak nemohl byt pouzit, protoze pii pfidavani hydroxidu se vytvofila sraZenina
a kompozice tak nemohla byt rovnomérné nanesena pomoci Bakerova pravitka.

Vzhledem k nemoznosti ipravy pH vpravenim hydroxidu pfimo do kompozice byl zvolen
jiny postup. Po naneseni a uschnuti vrstev byly tyto vrstvy pretisknuty pomoci vhodné
zvoleného sita a kompozice obsahujici ur¢ité mnozstvi hydroxidu. Prvni testovanou kompozici
byl Duvilax s uré¢itym mnozstvim hydroxidu sodného. Pomoci experimentu s fenolftaleinem
bylo zjisténo, Ze pro barevnou zménu anthokyanové vrstvy je na 1 g Duvilaxu nutno ptidat
priblizné 75 pl 3% roztoku hydroxidu sodného. Duvilax byl vSak nevhodny pro dany ucel,
jelikoz je ptirozené bily, v suché vrstvé transluscentni, barevna zména po pretisknuti nebyla
dobfte pozorovatelna.
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Po netispéchu s Duvilaxem byl pro pietisk zvolen novy polymer a to polyvinylalkohol 10-98.
Polyvinylalkohol po naneseni na vrstvu hodné pénil, pfetisknutd vrstva obsahovala hodné
bublinek a nanesend vrstva nebyla po zaschnuti rovhomérna.

Dalsim polymerem testovanym pro pietisk vrstev byl polyvinylbutyral. Pomoci tohoto
polymeru byla piivodné fialova vrstva Gspésné pietisknuta az do tyrkysového zbarveni. U takto
pretisknuté vrstvy byla nasledné¢ zmétena reakce pii puisobeni 15 mg plynného amoniaku.
Na obrazku (Obrazek 26) Ize pozorovat barevnou vizualizaci priab&hu experimentu pro vrstvu,
které byla ptetisknuta 10% polyvinylbutyralem s piidavkem 10 % NaOH v mnozstvi 250 pl/g
pies sito 90/230-48Y. Pii experimentu byla pozorovana pouze nepatrnd zmeéna barvy,
a to predevsim stale v modrych tonech. Ocekavany prechod do zelené formy anthokyanti nebyl
pozorovan.

Obrazek 26: Barevna vizualizace pribéhu experimentu ve vybranych ¢asovych intervalech (min)

pri pusobeni 15 mg NHs pro vrstvu pietisknutou 10% PVB s pridavkem hydroxidu

Vzhledem k vysledkiim piedchoziho pokusu byl proveden experiment s vrstvou, ktera byla
pretisknuta Cistym polyvinylbutyralem bez ptidavku hydroxidu. Toto méfeni mélo ovéfit, zda
polyvinylbutyral propousti amoniak. Jak 1ze pozorovat z barevné vizualizace (Obrazek 27), tato
pretisknuta vrstva nereagovala na vznikly amoniak jasnou zménou barvy z fialové do modré,
jako tomu bylo pfi méfeni nepietisknuté vrstvy viz Obrazek 37. Da se tedy predpokladat,
ze polyvinylbutyral neni propustny pro amoniak.

0 2 5 7 10 12 15 20 25 30

Obrazek 27: Barevna vizualizace prubéhu experimentu ve vybranych ¢asovych intervalech (min)
pri pusobeni 15 mg NHs pro vrstvu pietisknutou ¢istym 10% PVB

4.6 Méreni stability filmi v ¢ase

U piipravené vrstvy dle postupu popsaného v kapitole 3.9 a u pretisknutych vrstev
polyvinylbutyralem viz kapitola 3.12 byla sledovana ¢asova stabilita pfi expozici dennimu
svétlu po dobu 30 dni. Cely postup méfeni je popsan v Kapitole 3.13.

V ¢asovych intervalech (0., 1., 2., 4., 8., 16. a 30. den) byla pomoci spektrofotometru X-rite
I1 namétfena odrazova spektra v rozmezi vinovych délek 380—730 nm. Nasledujici obrazky
zobrazuji zavislost spektralni optické hustoty na vinové délce.

Na obrazku (Obrazek 28) lze vidét zavislost spektralni optické hustoty na vinové délce
pro vrstvu bez pretisku, tzn. bez upravy pH. Tato vrstva postupem cCasu ztracela barvu, coz
se projevilo snizenim spektralni optické hustoty. Nejvétsi pokles nastal hned dalsi den
po naneseni. Dalsi dny uz pokles nebyl tak razantni. I ptesto vSak vrstva i po 30 dnech ptsobeni
denniho svétla stale vykazovala spektralni optickou hodnotu 0,45.
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Obrazek 28: Grafické zndzornéni zavislosti spektralni optické hustoty na vinové délce, bez
pretisku

Obrazek 29 ptedstavuje zavislost spektralni optické hustoty na vinové délce pro vrstvu, kterd
byla pietisknuta 10% polyvinylbutyralem s obsahem 10% hydroxidu sodné¢ho 100 pl/g. Hlavni
pokles Ize opét, stejné jako u predchoziho obrazku (Obrazek 28), pozorovat prvni den
po naneseni vrstvy. Dalsi dny se vSak spektralni opticka hustota jiz témét neménila.
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Obrazek 29: Grafické znazornéni zavislosti spektralni optické hustoty na vinové délce pro
pretisknutou vrstvu pomoci PVB s pridavkem 10 % NaOH v mnoZstvi 100 pl/g

Na obrazku (Obrazek 30) je vyobrazena zavislost spektralni optické hustoty na vinové délce
pro vrstvu, ktera byla pfetisknuta 10% polyvinylbutyralem s obsahem 10% hydroxidu sodného
200 ul/g. Prvni den po naneseni nastal pokles spektralni optické hustoty, avSak hned dalsi den
se hodnota zacala opét zvySovat, az nakonec 16. den vykazovala stejnou hodnotu jako v den
naneseni.
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Obrazek 30: Grafické znazornéni zavislosti spektralni optické hustoty na vinové délce pro
pretisknutou vrstvu pomoci PVB s pridavkem 10 % NaOH v mnoZstvi 200 pl/g

Obrazek 31 zobrazuje grafickou zavislost spektralni optické hustoty na vinové délce
pro vrstvu, ktera byla ptetisknuta 10% polyvinylbutyralem s obsahem 10% hydroxidu sodného
300 pul/g. Obdobné jako u piedchoziho obrazku, vrstva prvni den po naneseni lehce vybledla,
avSak dals$i dny se spektralni optickd hustota zacala zvySovat, aZ se od 16. dne zvysSila
nad hodnotu naméfenou v den naneseni. Nejvyssi hodnotu 1ze pozorovat dokonce az 30. den
meéteni. Ke zvySeni spektralni optické hustoty v pribéhu casového experimentu doslo
pravdépodobné z toho ditvodu, Ze naneseny hydroxid postupné difundoval vrstvou a stale vice
zvySoval jeji pH. Vrstva pietisknuta 10% polyvinylbutyralem s obsahem 10% hydroxidu
sodného 300 pl/g vykazovala jiz lehce modré zbarveni a jeji pH tak mohlo byt piiblizné 7.
Postupnym difundovanim hydroxidu se vSak pH vrstvy mohlo posunout smérem k pH 8, coz
se projevilo zvySenim absorbance a lehkym posunem maxima k vy$$im vinovym délkam viz
Obrazek 25.
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Obrazek 31: Grafické zniazornéni zavislosti spektralni optické hustoty na vinové délce pro
pretisknutou vrstvu pomoci PVB s pridavkem 10 % NaOH v mnoZstvi 300 pl/g
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4.7 Méreni barevnosti vrstev po kontaktu s amoniakem

U vrstev pfipravenych z chitosanu, polyvinylalkoholu, vanilinu a extraktu anthokyani dle
postupu popsaného v kapitole 3.9 byla méfena jejich barevna reakce v pfitomnosti riznych
koncentraci amoniaku. Méfeni probihalo vzdy po dobu 30 minut. Postup méteni byl popsan
v kapitole 3.14. Pti méfeni byla snimana odrazova spektra, ze kterych byly vytvofeny grafy,
které zobrazuji zavislost zaporného dekadického logaritmu reflektance na vinové délce, tedy
spektralni optické hustoty. V grafech je vzdy zobrazeno spektrum pifed a po 30 minutich
plsobeni daného mnozstvi amoniaku. Zarovenl byly v uritych intervalech ziskavany hodnoty
L*,a*,b* pomoci kterych byla v programu Adobe Photoshop CS2 provedena barevna
vizualizace pritbé¢hu experimentu. Dal$i snimané hodnoty byly C* a h*. Z naméfenych hodnot
byl vypocitan jejich rozdil v ¢ase 0 minut od hodnot v ¢ase 30 minut. Déale byla vypocitana
barvova odchylka AE;, a odchylka odstinu AH*.

Tabulka 10 zobrazuje, jak se s ¢asem a riiznym mnoZstvim amoniaku ménila hodnota a”.
Tato hodnota definuje barvu na ose zelena (—a”) az ervena (+a”). Plivodni vrstva byla fialova,
coz znamend, ze se hodnoty a“ pohybovaly v kladnych &islech. P¥i malych mnozstvich
uvolnéného amoniaku (1 a 2 mg) lze pozorovat pouze velmi malou zmé&nu hodnoty a*, vrstvy
tedy i po 30 minutach expozice amoniaku zistavaly stale fialové. Od mnozstvi amoniaku 5 mg
hodnot, coz dokazuje pfitomnost modrého zbarveni. U vrstvy vystavené 15 mg amoniaku
dochézelo k prudké zméné hodnoty a” jiz béhem 1. minuty méfeni, zatimco ostatni vrstvy
zacaly vykazovat pozorovatelnou zménu az pii 5. minuté.

Tabulka 10: Namé&iené hodnoty a” p¥i piisobeni riizného mnozstvi amoniaku

1 2 3 5 10 15
17 15 19 20 20 16
16 14 17 19 18 6
16 14 16 19 17 -1
16 13 15 18 14 -2
16 13 14 16 7 -2
15 13 13 14 3 -2
15 12 12 9 0 -5
15 12 12 7 -1 -5
15 12 12 5 -2 -6
14 12 11 5 -2 -6
13 12 11 5 -2 -6
13 11 11 6 -2 -9
13 11 11 7 -2 -7

Hodnota b* definuje barvu na ose modra (—b*) az zluta (+b"). Naméfené hodnoty zmény
hodnoty b*v pribéhu plsobeni riiznych koncentraci amoniaku lze vy&ist z tabulky
(Tabulka 11). Pvodni vrstva vykazovala hodnotu b* v zdpornych hodnotach. Pouze u vrstvy
vystavené 1 mg amoniaku nastalo lehké zvySeni hodnoty b”, pfi piisobeni 2 a 3 mg nenastala
74dna zména na této ose. Od mnozstvi amoniaku 5 mg a vySe za¢alo b” klesat, pfi¢emz nejvétsi
zménu lze pozorovat u ptisobeni 15 mg.

53



Tabulka 11: NaméFené hodnoty b” p¥i pisobeni rizného mnoZstvi amoniaku

1 2 3 5 10 15
-16 -13 -15 -15 -16 -13
-14 -12 -15 -14 -15 -13
-13 -13 -14 -14 -16 -14
-15 -12 -14 -14 -14 -15
-14 -12 -14 -14 -16 -16
-14 -14 -14 -14 -18 -17
-13 -12 -14 -15 -18 -17
-14 -14 -15 -17 -18 -17
-15 -13 -15 -16 -19 -18
-14 -13 -14 -17 -19 -18
-13 -13 -15 -17 -20 -19
-14 -13 -15 -18 -21 -19
-13 -13 -15 -18 -20 -21

V tabulce (Tabulka 12) jsou zobrazeny zmény hodnoty mérné svétlosti L™ v prabéhu
plisobeni amoniaku. Pfi vyvijeni 1, 2, 3 a 5 mg amoniaku se hodnota L témé&f neménila. Vliv
amoniaku se ukdzal az pfi vysSich koncentracich, kdy pfi plisobeni 10 a 15 mg vrstvy lehce
zesvetlaly.

Tabulka 12: NaméFené hodnoty L p¥i piisobeni rizného mnoZstvi amoniaku

1 2 3 5 10 15
76 76 74 72 72 76
76 76 74 73 73 75
76 77 74 73 73 75
7 76 74 73 73 74
77 76 74 73 72 73
77 77 74 73 71 73
77 77 74 72 70 72
77 77 74 72 70 71
77 76 74 72 69 71
77 76 73 71 69 71
77 76 73 71 68 70
77 76 73 71 68 69
77 76 73 71 67 69

Dalsi sledovanou hodnotou byla chroma C*, kterd vyjadiuje pestrost barvy. Namé&fené
hodnoty chromy jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka 13). Pfi piisobeni 1, 2 a 3 mg amoniaku C”
kontinualné klesala, po 30 minutach byla tedy barva vrstvy méné pestra. U méteni 5, 10a 15 mg
chroma zprvu lehce klesla, u 15 mg byl tento pokles viditelny jiz béhem 1. minuty ptisobeni
amoniaku. Nésledné vSak hodnota C" znowvu stoupala. U 5 a 10 mg vSak chroma jiz
nevystoupala na plivodni hodnotu a vysledna barva vrstvy vykazovala mensi pestrost barvy.
U 15 mg se naopak hodnota C” zvysila nad hodnotu v ¢ase 0 minut.
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Tabulka 13: NaméFené hodnoty C” p¥i ptisobeni riizného mnozstvi amoniaku

1 2 3 5 10 15
24 20 24 25 26 20
21 18 22 24 24 14
21 19 21 24 23 14
22 18 20 23 20 15
21 17 20 22 18 16
21 19 19 20 19 17
20 17 19 18 18 18
21 18 19 18 18 18
21 17 19 17 19 18
20 18 18 17 19 19
18 18 18 18 20 20
19 17 19 19 21 21
19 17 18 19 20 22

Na obrazku (Obrazek 32) lze pozorovat odrazové spektrum naméiené pii pisobeni 1 mg
amoniaku a pfislusnou vizualizaci prub¢hu experimentu. Pfi této koncentraci nedochazelo
k vyrazné zméné barvy a béhem 30 minut doslo pouze k malému poklesu spektralni optické
hustoty. Piipravena vrstva tedy nebyla citliva na mnozstvi 1 mg (0,0001 mol/l) amoniaku.
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Obrazek 32: Odrazové absorp¢ni VIS spektrum pii piisobeni 1 mg NH; a prislus$na vizualizace

Obrazek 33 predstavuje odrazové spektrum a pfislusSnou vizualizaci experimentu
pfi pusobeni 2 mg amoniaku (koncentrace 0,0002 mol/l). Po 30 minutach, kdy byla vrstva
vystavena této koncentraci, 1ze jiZ pozorovat mirny posun maxima spektralni optické hustoty
smérem k vy$§im vinovym délkam. Barva indikatoru jiz za¢inala ptechazet z fialové do modré,
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vizualizaci.

avsak tento prechod stale nebyl dobie pozorovatelny pouhym okem, coz lze vidét i na prislusné

0,5 ]
0,4 _ ——0 min
| 30 min
o 03 ’\\\
o ]
8 ]
| 0’2 - \//‘,.
0,1 - —
0,0 T T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
vlnova délka [nm]
0 2 5

Obrazek 33: Odrazové absorp¢ni VIS spektrum p#i pisobeni 2 mg NH; a prislus$na vizualizace

Na obrazku (Obrazek 34) lze pozorovat odrazové spektrum pii plisobeni 3 mg amoniaku,
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coz odpovida koncentraci 0,0003 mol/l. Oproti niz§im koncentracim (1 a 2 mg) je zde jiz patrny
posun maxima spektralni optické hustoty smérem k vy$$im vinovym délkam.
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Obrazek 34: Odrazové absorpéni VIS spektrum pri piisobeni 3 mg NH3z a prislu$na vizualizace
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Obrazek 35 predstavuje odrazové spektrum a piislusnou vizualizaci pfi pasobeni 5 mg
amoniaku (koncentrace 0,0005 mol/l). Pii této koncentraci jiz dochazelo k barevné zméng, ktera
byla posttehnuteln4 okem. Pfechod z fialové do modré nastal jiz pti 10. minuté expozice vrstvy
plynnému amoniaku, coz lze pozorovat zbarevné vizualizace pribéhu experimentu.
V odrazovém spektru lze vidét zvySeni maxima spektralni optické hustoty z hodnoty 0,36
pii vinové délce 557 nm na hodnotu 0,46 pii vinové délce 590 nm, coz znaci prechod do modré
Casti spektra. Toto zvySeni a posunuti maxima spektra kopiruje trend v grafu viz Obrazek 24
a Obrazek 25 pii zméné pH anthokyanti z hodnoty 4 do hodnoty 7.
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Obriazek 35: Odrazové absorpéni VIS spektrum pii piisobeni S mg NHs a prisluSna vizualizace

Na obrazku (Obrazek 36) je zobrazeno odrazové spektrum a ptislusnd vizualizace pii expo-
zici pripravené vrstvy 10 mg amoniaku (koncentrace 0,0011 mol/l). Jiz béhem 5. minuty
experimentu lze pozorovat zménu barvy indikatoru z fialové do modré, pficemz po 30 minutach
je vybarveni jiz velmi intenzivni. Pivodni vrstva vykazovala absorpéni maximum pii vinové
délce 550 nm, zatimco na konci méfeni je maximum pozorovatelné pii 605 nm. Podobné¢ jako
pii ptisobeni 5 ml amoniaku Ize i zde sledovat zvySeni spektralni optické hustoty, coz koreluje
s grafem viz Obrazek 24 a Obrazek 25, jelikoz dochazelo ke zméné pH vrstvy z ptivodni
hodnoty 4 na pH 7.

57



0,7
0,6
05

@ 04

(o]

o

<03
0,2
0,1
0,0

400 500 600 700 800
vlnové délka [nm]

Obrazek 36: Odrazové absorpéni VIS spektrum pri pisobeni 10 mg NH; a prislu$na vizualizace

Obrazek 37 zobrazuje odrazové spektrum a ptislusnou vizualizaci pii pusobeni nejvyssiho
mnozstvi méfeného amoniaku, tzn. 15 mg (0,0016 mol/l). Pfipravena vrstva reagovala na tuto
koncentraci velmi rychlou zménou barvy, jak lze pozorovat na barevné vizualizaci. Pfechod
maximum absorpce pii 560 nm, avSak v 30. minuté lze pozorovat posun maxima na vlnovou
délku 615 nm. Z porovnani spekter v grafech (Obrazek 24 a Obrazek 25) lze usoudit,
7e kone¢né pH vrstvy bylo okolo pH 8.
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Obrazek 37: Odrazové absorp¢ni VIS spektrum pii piisobeni 15 mg NH; a prislu$na vizualizace
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Z naméienych hodnot 1ze konstatovat, Ze ptipravené vrstvy z chitosanu, polyvinylalkoholu,
vanilinu a extraktu anthokyanti byly schopny reagovat na vyvijeny plynny amoniak. K barevné
zmeéng, kterd by byla posttehnutelnd pouhym okem, dochazelo az od koncentrace 5 mg a vice.
Pii nejvyssi méfené koncentraci (15 mg) doslo k vybarveni indikatoru do modré jiz béhem
2. minuty experimentu, zatimco u vrstev vystavenych expozici 10 mg byla tato zména
pozorovatelna pii 5. minuté, a u 5 mg dokonce az po uplynuti 10 minut.

1 mg 2 1112 3 mg Smg 10 mg 15 mg

Obrazek 38: Vrstvy nalepené na desti¢ce ze slinutého oxidu hlinitého po kontaktu s riiznym
mnozZzstvim plynného amoniaku

4.8 Vysledky experimenti s masem

Pro hodnoceni funk¢nosti indikatoru pii realném vyuziti pro balené potraviny byl proveden
experiment s rybou a masem. Pfipravené vrstvy byly zabaleny spolu s masem a ponechany
Vv termostatu pii teploté¢ 26 °C. Pii experimentu bohuZzel nebylo moZzné korektné¢ méfit zménu
barvu spektrofotometrem, protoze indikator nemohl byt podlozen bilou destickou, ¢i jinym
standardnim podkladem. Bylo tedy nutné se spolehnout pouze na vizualni pozorovani barvy
indikatoru v pribéhu experimentu a z pofizenych fotografii. Vizualni porovnani bylo
provedeno s vysledky naméfenymi spektrofotometrem na vzorcich, viz kapitola 4.7.

4.8.1 Experiment s rybou

Pro experiment s rybou byl zvolen Cerstvy pstruh, postup pfipravy experimentu byl popsan
v kapitole 3.16.1. Sacek srybou a pfipravenym indikatorem byl skladovan v termostatu
pfi teploté 26 °C po dobu celkem 6 dni. V prubéhu prvnich 24 hodin nedoslo k zadné viditelné
zméné v barvy indikatoru. Ryba i po 24 hodinach vypadala relativné Cerstvé. Prvni okem
pozorovatelna zména nastala po 30 hodinach, kdy se vrstva zbarvila do modra, viz zména
odpovidajici Obrazek 35 pti 12 minutidch. To znamena, ze se jednalo o pfechod do pH vétsiho
nez 8, kdy doslo k uvolnéni takového mnozstvi amoniaku, ze uz byla ryba nepoZivatelna.
V prub¢hu 3. dne zacala ryba vypadat zkazené, piiCemz vrstva se odbarvila do bezbarvé.
Pti¢inou odbarveni mohl byt vznik kyselych produktl, naptiklad sirovodiku. Smisenim
kyselych a zésaditych plyntt mohlo dojit k posunuti indikatoru do pH 5-6. Pfi tomto pH
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se anthokyany vyskytuji ve formé karbinolové pseudobéze, viz Obrazek 16. Sacek se také
v disledku uvoliovani plynii zacal postupné nafukovat. Dalsi dny jevil pstruh jasné znamky
rozkladu a vybarveni indikatoru ztistalo neménné az do konce experimentu. Posledni den byl
sacek jiz zcela naplnén plyny a experiment byl z diivodu evidentniho rozkladu ryby ukoncen.
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Obrazek 39: Fotografie pofizené v priabéhu experimentu s rybou

4.8.2 Experiment s kufecim masem

Pro experiment s masem byly zvoleny kufeci prsni platky, které byly zabaleny podle postupu
popsaného v kapitole 3.16.2, a nasledné skladovany po dobu 6 dni pfi teploté 26 °C
v termostatu. Podobné jako u sac¢ku s rybou, i zde prvnich 24 hodin nenastala témét zadna
barevna zména a maso vypadalo stale Cerstvé. Prvni viditelné zbarveni nastalo po 30 hodinach
skladovani, kdy ale na rozdil od experimentu s rybou doslo k pfimému vybarveni z fialové
do bezbarvé a prechod pies modrou barvu nebyl pozorovan. Pti kaZeni masa ziejmé vznikalo
vice kyselych produktd, coz posunulo pH filmu do hodnot pH 4—-6 rychleji nez pii kaZeni
pstruha. Po 24 hodinach skladovani maso zacalo poustét Stavu a od 4. dne se zaCala ménit
struktura masa, az se maso zcela rozpadlo. Sledovana byla také barva masa, kdy maso ihned
po zabaleni vykazovalo krasné rizovou barvu a Vv pribéhu experimentu postupné Sedlo. Stejné
jako u experimentu s rybou se sacek postupné naplioval vznikajicimi plyny a posledni den byl
jiz zcela naplnén. Z diivodu jasné identifikovatelného zkazeni masa byl experiment 6. den
ukoncen.
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Obrazek 40: Fotografie porizené v pribéhu experimentu s kuiecim masem

JelikoZ na intenzitu vybarveni ma zna¢ny vliv mnozstvi ptidaného extraktu anthokyant, bylo
by pro lepsi vizualizaci vhodné zvysit jejich mnozstvi ve vrstvé a pfipravené vrstvy znovu
kalibrovat.

Pro vyvoj indikatoru zalozeného na anthokyanech je zasadni vybér rostliny pro zdroj
anthokyant, jelikoZ extrakty ziskané z riiznych rostlin vykazuji jiné barevné zmény. Nékolik
praci se zaméftilo na studium indikatori pH na bazi anthokyanti jakozto pfirodnich barviv.
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Studie [58] se zabyvala vyvinem inteligentniho indikatoru citlivého na pH zalozeném
na anthokyanech extrahovanych z kvétd Echium amoenum zaélenénych do filmu z bakterialni
celuldzy. Ptipravené filmy byly vlozeny do baleni s krevetami. Béhem skladovani pfti teploté
4 °C byla sledovana barevna zmeéna indikatoru spolu s tim, jak se balené krevety kazily. Kdyz
byly krevety Cerstvé, indikator byl fialovy. Poté nasledoval ptechod barvy do $edé a pti zkazeni
krevet vykazoval indikator zluté zbarveni.

V dalsi studii [70] byly pfipraveny indikatorové filmy na bazi zelatiny, polyvinylalkoholu
a anthokyanovych extrakti ziskanych z moruse. Tyto vrstvy byly nasledné¢ pouzity
pro sledovani Cerstvosti ryb. Pfi¢notstka chutna byla zabalena spolecné s piipravenou folii
a celé baleni bylo skladovano pti 25 °C. Na zacatku experimentu vykazoval film fialovou
barvu. Po 18 hodinach se barva zménila na Sedofialovou a po 24 hodinach na tmavé zelenou.

Dle studie [71] byly ptipraveny indikatory zalozené na skrobu, polyvinylalkoholu a extraktu
anthokyant z ibiSku. Tento film byl nasledné€ zabalen spole¢né s vepfovym masem a baleni
bylo skladovano pii 25 °C v inkubatoru. Indikator byl ze zacatku Cerveny, postupné se
po 60 hodinach zménil do zelené a po 72 hodinach vykazoval zluté zbarveni.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit tistény indikator pH pro balené potraviny schopny
barevné reakce pii expozici riznym koncentracim plynného amoniaku. Nosnym prvkem
indikatoru byly dva polymery — 2% vysokomolekularni chitosan a 15% polyvinylalkohol 8—88,
pfi¢emz byla vyuZivana jejich smés v poméru 3:1. Jako sitovaci €inidlo byl vyuzit vanilin, ktery
byl pfidavan v koncentraci 15 % na susinu chitosanu. Posledni nutnou komponentou byl extrakt
anthokyanu ziskany extrakci z ¢erveného zeli.

Prvni ¢ast méfeni byla zaméfena na hledani vhodnych komponent a pomérti polymerni matrice,
kdy byl studovan vliv poméru chitosanu a polyvinylalkoholu, a také koncentrace vanilinu
na rozpustnost vrstvy. Pomoci ninhydrinové metody byl také zkoumén stupein zesiténi.
Nasledné byla u ptipravenych vrstev méfena zména barvy pii kontaktu s plynnym amoniakem,
a to v mnozstvi 1-15 mg amoniaku (0,0001-0,0016 mol/l). Dalsi ¢asti experimentu byl pietisk
piipravenych vrstev riznymi polymery s pfidavkem hydroxidu sodného pro nastaveni
pozadovaného pH. Studovéana byla také stabilita vrstev v Case. Posledni ¢ast méfeni sestavala
Z realného testu funk¢nosti indikatoru pfi baleni masa a ryby.

Bylo zjisténo Ze:
1. Pro zisk nejvétsiho mnozstvi anthokyanti je nejlepsi vyuzit k extrakci z ¢erveného zeli

ethanol, pfipadné smés ethanol—voda.

2. Po smichani roztoku chitosanu, polyvinylalkoholu, vanilinu a extraktu anthokyant
vysledna formulace dobfe smaci polyethylenftalatovou folii a vytvafi celistvé vrstvy.

3. Pfipravené vrstvy jsou citlivé na plynny amoniak v rozmezi od mnoZstvi 3-15 mg
(0,0003-0,0016 mol/l) amoniaku a reaguji barevnou zménou z fialové do modré,
pricemz rychlost barevné odezvy je zavisla na koncentraci amoniaku.

4. Pretiskem vrstev pomoci polyvinylbutyralu se da dosahnout zmény pH vrstvy, ale
tato vrstva pak neni schopna propoustét amoniak.

5. Ptipravené i pretisknuté vrstvy jsou stabilni i1 pfi delSim skladovani pii piisobeni
denniho svétla.

6. Pii aplikaci pripraveného indikatoru do baleni s redlnym masem dochazi ke zméné

barvy pfes modrou do bezbarvé, ktera je viditelnd pouhym okem. Rychlost barevného
prechodu se lisila pti skladovani masa a ryby.
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7 SEZNAM ZKRATEK A POUZITYCH SYMBOLU

KTJ/g
TVB-N
RFID
1(2)
Me(%)
R(2)
?%(2)
XY,z
CIE

g
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kolonie tvoficich jednotek na 1 gram
total volatile basic nitrogen

Radio Frequency Identification
intenzita svétla

spektralni intenzita vyzatovani
spektralni reflektance barevného vzorku
spektralni distribuce osvétleni
trichomaticti Clenitelé

Mezinarodni komise pro osvétlovani
mérné svétlost

osa zelend — Cervena

osa modré — Zluta

trichromatické slozky pouzitého svétla
barvova odchylka

odchylka odstinu

mérny thel barevného tonu

mernd Cistota barevného tonu

zména absorbance

relativni molarni hmotnost

molarni absorp¢ni koeficient

opticka draha

polyethylentereftalat



