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Nazev vynalezu:

Mezoporézni material na bazi oxidu
kFemicitého pro Fizené uvoliiovani aktivnich
latek a jeho pouZiti

Anotace:

Predkladané feseni se tykd mezoporézniho materialu na
bazi oxidu kiemicitého pro fizené uvoliiovani aktivnich
latek cilovym mikroorganismem, pficemz mezoporézni
materidl obsahuje mezoporézni nanocastice oxidu
kiemicitého o velikosti v rozmezi od 100 nm do 1 um s
velikosti pori 2 az 15 nm, na jehoZz povrchu jsou
kovalentné ptes spojku L, kterou je trialkoxysilan,
navazany sacharidové derivaty o po¢tu sacharidovych
jednotek 3 az 20, pticemz v pérech mezoporézni
nanocastice je enkapsulovana aktivni latka. Dale se
predkladané feSeni tykd pouziti tohoto mezoporézniho
materialu.
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Mezoporézni material na bazi oxidu kfemicitého pro Fizené uvolfiovani aktivnich latek a jeho
pouziti

Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka mezoporézniho materidlu na bazi oxidu kfemicitého pro fizené

uvoliovani aktivnich latek a jeho pouziti.

Dosavadni stav techniky

V posledni dob¢ vyznamné stoupa poptavka po pfirodnich produktech bez chemickych aditiv ¢i
rezidui a je stale vice kladen diraz na zdravy Zivotni styl coby prevenci proti civilizacnim
chorobam. Nové moznosti antimikrobidlnich pfipravka se v poslednich desetiletich rychle
rozvijeji. Tradiéni systémy jsou ve vétSin€ pripadi zaloZzeny na pouziti nosi¢u na bazi organickych
polymeru, které obvykle uvoliiuji sviy obsah mechanismem diftiznich procesi nebo
prostfednictvim degradace polymerniho nosice. Nové jsou vyvijeny systémy, kdy k uvoliiovani
urcitych latek dochazi fizené, tedy pouze v pritomnosti specifick¢ho stimulu.

Na rozdil od tradi¢nich nosic¢i, mezoporézni kfemicitany (MPK) funkcializované kovalentné
vazanymi molekulami blokujicimi pory, predstavuji velmi perspektivni technologii a jsou v
poslednich letech intenzivné zkoumany. Jejich vyhodou je zejména moznost uzavirani péra
pomoci ruznych typu molekul, které mohou byt odstépeny velmi specifickymi vnéjSimi
mechanismy. Tim padem MPK dokazou uvolnit sviij obsah ve vhodném mist¢ a Case. Mezi
prozkouman¢ vnéjsi mechanismy patfi napiiklad fotochemické, elektrochemické a iontové reakce,
zmény polarity nebo pritomnost urcitych biomolekul, které dokazou uvolnit biologicky aktivni
latky ze skupiny cytotoxickych latek, proteinu, barviv, enzymi nebo fragmenti nukleovych
kyselin.

Vyznamnym patogenem skladovanych zemédélskych produkti je Aspergillus niger, jehoz n¢které
kmeny produkuji ochratoxin A, ktery ma nefrotoxické, imunotoxické, karcinogenni a teratogenni
ucinky. Antimikrobialni té¢kavé latky z rostlin jsou vhodnou alternativou syntetickych pesticida a
konzervantii potravin a jejich fizené uvoliiovani by usnadnilo aplikaci a zajistilo dlouhodobou
ucinnost a snadnou manipulaci, aniz by byla negativn¢ ovlivnéna jejich fungicidni aktivita.

Enkapsulace vy$e zminénych t€kavych antimikrobialnich latek do mezoporézniho kfemicitanu
MCM-41 byla studovana v ¢lanku A. Janatova et al., Industrial Crops and Products, 2015, 67,
2016-220. Adsorpci tekavych latek do pori mezoporézniho kiemicitanu bylo dosazeno zpomaleni
odparovani téchto latek a tim 1 delsi celkové doby jejich piisobeni na kolonie Aspergillus niger.

Ve stavu techniky vSak dosud chybi materialy, které by t€kavou aktivni latku uvoliiovaly pouze v

pfitomnosti patogennich mikroorganismi a nedochazelo by tudiz k jejimu postupnému
neregulovatelnému uvolilovani odpafovanim.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka mezoporéznich nanocastic oxidu kfemicit¢ho pro fizené uvoliiovani
aktivnich latek. Nanocastice zahmuji mezoporézni oxid kfemicity funkcionalizovany sacharidy.
Péry mezoporézniho materialu jsou naplnény aktivni latkou, ktera je v nich ,uzamcena"
funkcionalizovanymi sacharidy, jez brani jejimu samovolnému uvolfiovani odpafovanim. Béhem
kontaktu mezoporézniho materialu podle predkladaného vynalezu s cilovymi mikroorganismy tyto
produkuji enzymy potfebné pro hydrolyzu sacharidi na povrchu nanoc¢astic. Tim je umoznéno
uvolnéni aktivnich latek fizenym zpusobem, tedy pomoci enzymatické hydrolyzy. Aktivni latky
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tedy zustavaji enkapsulované¢ v mezoporéznim materialu, dokud tento nepfijde do kontaktu s
cilovymi mikroorganismy. Nedochazi tedy ke zbyte¢nému a pred¢asnému uvoliiovani aktivni latky
do zivotniho prostfedi. Navic tento postup umoziuje dlouhodobou aplikaci 1 tékavych
antimikrobialnich latek, kter¢ by jinak rychle vyprchaly. Podstata predkladan¢ho vynalezu spociva
v novém materialu pro fizené uvoliovani zejména tékavych aktivnich latek. Tento matenal je
sloZzen z mezoporéznich kiemicitanu jejichZ pory, obsahujici aktivni latku, jsou uzavieny pomoci
sachanidii. Material je navrzen tak, Ze odstranéni kovalentné vazanych molekul blokujicich péry je
zpusobeno aktivitou enzymu, které mohou byt produkovany mikroorganismy pfitomnymi v okoli
materidlu (tedy cilovymi mikroorganismy). V pripad¢€, ze aktivni latky naplnéné v pérech maji
antimikrobialni vlastnosti, dojde k inhibici ristu mikroorganismu pfitomnych v okoli materialu.

Kovalentn¢ vazané molekuly blokujici pdry jsou zavedeny na povrch mezoporéznich nanocastic
pomoci silanizacnich ¢inidel, ktera tvori kovalentni vazby se silanolovymi skupinami na povrchu
nanocastic. Jako aktivni latky mohou byt pouzity antimikrobialni latky, napf. silice nebo jejich
komponenty napft. karvakrol, eugenol, tymol, tymochinon, diallyldisulfid nebo allylizothiokyanat.
Mezoporézni nanocastice oxidu kfemicitého pro fizené uvoliiovani zejména té¢kavych aktivnich
latek tak maji aplikacni potencial zeyména v zemédélsko-potravinarském, kosmetickém a
farmaceutickém prumyslu pro svou zvysenou stabilitu a biodostupnost.

Predmétem predkladaného vynalezu je mezoporézni material na bazi oxidu kfemicitého pro rizené
uvolriovani aktivnich latek cilovym mikroorganismem, ktery obsahuje mezoporézni nanocastice
oxidu kfemicitého o velikosti v rozmezi od 100 nm do 1 pum s velikosti péri 2 az 15 nm, na jehoz
povrchu jsou kovalentné pres spojku L, kterou je trialkoxysilan, navazany sacharidové derivaty,
pfi¢emzZ v porech mezoporézni nanocastice je enkapsulovana aktivni latka. Spojka L je s vyhodou
vybrana ze skupiny zahmujici 3-aminopropyltriethoxysilanyl, 3-jodopropyltriethoxysilanyl a 3-
merkaptopropyltrimethoxysilanyl. Mezoporézni material podle predkladaného vynalezu se s
vyhodou pripravi tak, Zze se aktivni latka enkapsuluje do mezoporézni nanocastice oxidu
kfemicitého tfepanim smési aktivni latky a mezoporézni nanocastice bez pritomnosti rozpoustédla
pii teploté¢ v rozmezi od 20 °C do 250 °C, s vyhodou po dobu alespon 24 hodin, a poté s¢ k reakéni
sm¢si prida sacharidovy derivat, pfipraveny reakci roztoku silaniza¢niho ¢inidla, s vyhodou 3-
aminopropyltriethoxysilanu v ethanolu, se suspenzi sacharidu (3 az 20 sacharidovych jednotek) v
ethanolu pfi teploté¢ v rozmezi od 20 °C do 80 °C, s vvhodou po dobu alespon 24 hodin, a vysledna
sm¢s se micha pri teploté v rozmezi od 20 °C do 80 °C, s vyhodou po dobu 4 az 8 hodin.

Sacharidovy derivat je derivatem maltodextrinu o po¢tu sacharidovych jednotek 3 az 20.

Aktivni latkou mezoporézniho materialu podle predkladaného vynalezu je antibakterialni a/nebo
antifungalni té¢kava latka, s vyhodou je aktivni latka vybrana ze skupiny obsahujici eugenol,
karvakrol, cinnamaldehyd, tymol, allylizothiokyanat, diallyldisulfid, thymochinon, citral, linalool,
geraniol, mentol a jejich smési.

V jiném vyhodném provedeni obsahuje mezoporézni material podle predkladaného vynalezu
mezoporézni nanocastice oxidu kremicitého vybrané ze skupiny obsahujici MCM-41, (kulovité
¢astice o pruméru 100 az 1000 nm, primér poru 2 az 3 nm) a SBA-15 (nepravidelné ty¢inky o
délce cca 1000 nm, primér péru 5 az 15 nm).

Predmétem pfedkladané¢ho vynalezu je rovné€Z pouziti mezoporézniho matenialu podle
pfedkladané¢ho vynalezu jako antimikrobialnich agens, s vyhodou antifungalnich agens.

Predmétem pfedkladané¢ho vynadlezu je rovné€Zz pouziti mezoporézniho matenialu podle
pfedkladan¢ho vynalezu v zemédé€lstvi a/nebo potravinarském prumyslu a/nebo v kosmetickém
prumyslu.

Predmétem pfedkladaného vynalezu je rovnéZz mezoporézni materidl podle predkladaného
vynalezu pro pouziti jako lécivo.
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Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Schéma mezoporézniho oxidu kremicité¢ho s enkapsulovanou aktivni latkou (eugenol)
jehoz pory jsou uzavieny maltodextrinem a maltézou.

Obr. 2: Schematické znazoméni syntézy mezoporézniho materialu.

Obr. 3: Schéma uvolnovani eugenolu ze systému mezoporézniho materialu s kovalentné vazanym
maltodextrinem za pfitomnosti enzymu Sté€picich glykosidickou vazbu maltodextrinu.

Obr. 4: Kinetika uvoliiovani eugenolu ze systému mezoporézniho materialu s kovalentné vazanym
maltodextrinem v nepfitomnosti a v pfitomnosti spor 4. niger.

Obr. 5: Antifungalni aktivita eugenolu enkapsulovaného do SMPS a uzaviené¢ho pomoci glukoézy,
maltézy a maltodextrinu po 15 dnech.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Syntéza MCM-41

Mezoporézni nanocastice MCM-41 byly syntetizovany za pouziti nasledujiciho postupu: »-
cetyltrimethylammoniumbromid (CTABr, 2,00 g, 5,48 mmol) byl nejprve rozpustén v 960 ml
deionizované vody. Vodny roztok NaOH (2.00 M, 7,00 ml) byl pfidan k roztoku CTABEI, teplota
roztoku byla upravena na 95 °C. TEOS (tetracthoxysilan 10,00 ml, 51,41 mmol) byl po kapkach
pfidan k roztoku povrchové aktivniho ¢inidla. Smés byla michana po dobu 3 hodin, ¢imz byla
ziskana bila srazenina. Srazenina byla odstfedéna a promyta deionizovanou vodou a c¢thanolem.
Nakonec byla pevna latka ususena pfi teploté¢ 60 °C. Pro pripravu kone¢né¢ho materialu (MCM-
41), byla pevna latka kalcinovana pfi 550 °C v oxidacni atmosféfe po dobu 5 hodin, aby doslo k
odstranéni organickych fazi. Tato latka je dale oznacovana jako SMPS (solid mesoporous support).

Priklad 2: Syntéza derivatii sacharidii
Syntéza derivatu glukozy — neni pFedmétem vyndlezu

Roztok 3-aminopropyltriethoxysilanu (5,85 ml, 25 mmol) v ethanolu byl pridan k suspenzi glukozy
(5,4 g) v ethanolu (celkovy objem 250 ml). Reakéni smés byla michana po dobu 24 hodin pri
teploté mistnosti a potom byla zahfivana po dobu 30 minut pifi teplot¢ 60 °C. Rozpoustédlo bylo
odpareno za snizeného tlaku, ¢imz byla ziskana bila pevna latka, dale oznacovana jako GLU (obr.
6).

Syntéza derivatu maltozy — neni predmétem vyndlezu

Roztok 3-aminopropyltricthoxysilanu (5,85 ml, 25 mmol) v ethanolu byl pfidan k suspenzi
monohydratu maltézy (5,4 g, 15 mmol) v ethanolu (celkovy objem 250 ml). Reak¢ni smés byla
michana po dobu 24 hodin pfi teploté¢ mistnosti a potom byla zahfivana po dobu 30 minut pfi
teploté 60 °C. Rozpoustédlo bylo odpareno za snizeného tlaku, ¢imz byla ziskana bila pevna latka,
dale oznacovana jako MAL (obr. 6).

Syntéza derivatu maltodextrinu
Roztok 3-aminopropyltriethoxysilanu (5,85 ml, 25 mmol) v ethanolu byl pfidan k suspenzi 18 %

maltodextrinu (5,4 g), v ethanolu (celkovy objem 250 ml). Reakéni smés byla michana po dobu 24
hodin pfi teplot¢ mistnosti a potom byla zahfivana po dobu 30 minut pfi teplot¢ 60 °C.
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Rozpoustédlo bylo odparfeno za snizen¢ho tlaku, ¢imz byla ziskana bila pevna latka dale
oznacovana jako MDX (obr. 6).

Priklad 3: Enkapsulace eugenolu do MCM-41

Enkapsulace eugenolu do mezoporézniho kfemicitanu MCM-41 bylo dosazeno pomoci adsorpce
smichanim eugenolu (50 mg) s MCM-41 (50 mg) v dobfe uzaviené lahvicce. Smés byla
inkubovana v peci pii teplot¢ 40 °C po dobu 24 hodin za nepfetrzitého tfepani. MnozZstvi
enkapsulovaného eugenolu v nosi¢i MCM-41 bylo stanoveno méfenim zvyseni hmotnosti vzorku
a pomoci termogravimetrické analyzy (TGA) a elementarni analyzy (EA). Pomoci tohoto postupu
byl pfipraven definovany material SMPS-EU s obsahem eugenolu 51,6 % hmotn.

Priklad 4: Funkcionalizace mezoporézniho matericlu sacharidy
Syntéza GLU-SMPS-EU — neni pFedmétem vyndlezu

Byla vytvofena suspenze rozmichanim 100 mg SMPS-EU, pripraveného dle prikladu 3, ve 40 ml
vody v barice s kulatym dnem pod inertni atmosférou N». Poté byl pfidan prebytek glukézového
derivatu GLU (1 g) ve 20 ml vody, a finalni sm¢s byla michana po dobu 5,5 hodin pfi teploté
mistnosti. Nakonec byla pevna latka (GLU-SMPS-EU) odfiltrovana, promyta 40 ml vody, a
vysuSena pri teplot¢ 40 °C po dobu 12 hodin (viz obr. 2). Vytéznost reakce byla 40 %, obsah
eugenolu 10 % hmotn.

Syntéza MAL-SMPS-EU — neni pFedmétem vyndlezu

Byla vytvofena suspenze rozmichanim 100 mg SMPS-EU, pripraveného dle prikladu 3, ve 40 ml
vody v barice s kulatym dnem pod inertni atmosférou N». Poté byl pfidan prebytek maltézového
derivatu MAL (1 g, 1,8 mmol) ve 20 ml vody, a finalni smés byla michana po dobu 5,5 hodin pii
teplot¢ mistnosti. Nakonec byla pevna latka (MAL-SMPS-EU) odfiltrovana, promyta 40 ml vody,
a vysusena pfi teplot€ 40 °C po dobu 12 hodin (viz obr. 2). Vytéznost reakce byla 40 %, obsah
eugenolu 10 % hmotn.

Syntéza MDX-SMPS-EU

Byla vytvofena suspenze rozmichanim 100 mg SMPS-EU, pripraveného dle prikladu 3, ve 40 ml
vody v bance s kulatym dnem pod inertni atmosférou N,. Poté byl pfidan prebytek
maltodextrinového derivatu MDX (1 g) ve 20 ml vody, a finalni smés byla michana po dobu 5,5
hodin pfi teplot¢ mistnosti. Nakonec byla pevna latka (MDX-SMPS-EU) odfiltrovana, promyta
40 ml vody, a vysuSena pfi teploté 40 °C po dobu 12 hodin (viz obr. 2). Vytéznost reakce byla
40 %, obsah eugenolu 10 % hmotn.

Priklad 5: Studie uvolriovani Eugenolu

Suspenze vytvorena rozmichanim 5 mg MDX-SMPS-EU ve 100 pl sterilizované vody byla nalita
do 10 ml headspace vialek obsahujicich 2 ml ztuhl¢ho Sabouraud dextrézového agaru (SDA). Byla
pfipravena inokulacni suspenze spor promytim kultur Aspergillus niger 2 mililitry sterilniho Tris
pufrovaného fyziologickém roztoku (TBS), obsahujiciho 1 % Tween 80 a byla normalizovana na
1 McFarland (cca. 5 x 10° spor na ml). 300 pl sterilniho TBS a 50 ul inokulaéni suspenze byly
pfidany do vialek obsahujicich MDX-SMPS-EU. Podobnym zpusobem byla dale pripravena
kontrola narustu (SDA s inokulaéni suspenzi), a negativni kontrola (MDX-SMPS-EU bez
inokulacni suspenze), vSe ve trojim opakovani. Po hydrolyze glykosidickych vazeb sacharidovych
bran pomoci enzymu rostouci kultury 4. niger by mélo dojit k uvolnéni t€kavého eugenolu z
mezoporézniho nosice, viz obr. 3. Pro analyzu uvoliiovani eugenolu byla pouzita mikroextrakce na
tuhé fazi (SPME) ve spojeni s plynovou chromatografii (GC).
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Vysledky:

Jak bylo uvedeno vyse, cilem je vyvinout formulaci uvoliujici antimikrobialni latky v mist¢ a dobé
pritomnosti mikrobialni aktivity. V pfipadé formulace MDX-SMPS-EU doslo v pfitomnosti spor
A. niger k uvolnéni eugenolu o 60 % vétsim, nez v pripad¢ jejich nepfitomnosti (obr. 4). To je
zieym¢ zpusobeno kli¢enim spor, které do svého okoli vylucuji enzymy §tépici 1 az 4 glykosidicke
vazby maltodextrinu, ¢imz dochazi k uvolnéni molekul eugenolu enkapsulovan¢ho v porech
SMPS.

Priklad 6: Test antifungdlni aktivity

Byla pfipravena inokulacni suspenze spor promytim kultur 4. niger 2 mililitry sterilniho Tris
pufrovaného fyziologického roztoku (TBS), obsahujiciho 1 % Tween 80 a byla normalizovana na
1 McFarland (cca. 5 x 10° spor na ml). 300 ul sterilniho TBS a 50 ul inokulaéni suspenze byly
pfidany do mikrozkumavek obsahujicich formulace liSici se délkou sacharidového fetézce
pouzitych molekularnich bran (GLU-SMPS-EU, MAL-SMPS-EU, MDX-SMPS-EU). Jako
kontrola byl pouzit ¢isty eugenol a eugenol enkapsulovany do MCM-41 bez molekulamich bran
(SMPS-EU). Vsechny experimenty byly provedeny ve trojim opakovani.

Vsechny smési byly intenzivné vortexovany, aby bylo zajisténo dokonalé suspendovani, a
bezprostiedné rozprostfeny na Petriho misky, které obsahovaly SDA. Petriho misky byly uzavieny
vickem, ale nebyly hermeticky uzavfeny, aby byl umoznén unik tékavych molekul eugenolu z
prostoru Petriho misek. Stejnym zpusobem byla pripravena kontrola narustu bez pfidavku
eugenolu. Navazky jednotlivych formulaci byly realizovany tak, aby v kazdé vanant¢ byl stejny
obsah eugenolu tj. 0,5 mg Cistého eugenolu, 1 mg SPMS-EU a 5 mg GLU-SMPS-EU, MAL-
SMPS-EU a MDX-SMPS-EU. Sledovani narustu kolonii A. niger bylo provadéno po dobu dvou
tydnt vizualni kontrolou.

Vysledky:

Po 2 dnech expozice jesté nedoslo k narustu v zadné varianté a nebyly tedy pozorovany vyznamngé
rozdily ve srovnani s kontrolou. Po 7 dnech expozice byly nejaktivnéjsi formulace MAL-SMPS-
EU a MDX-SMPS-EU, u ostatnich formulaci byl pozorovan mimy nartist A. niger. Po 15 dnech
vykazovaly antifungalni aktivitu pouze formulace MAL-SPMS-EU a MDX-SPMS-EU, které byly
schopny stale upln¢ inhibovat narust A. niger.

Priklad 7: Syntéza dalSich mezoporéznich materialu funkcionalizovanych sacharidy a obsahujicich
enkapsulovanou aktivni latku

Dle prikladu 3 a 4 byly za stejnych reakénich podminek pfipraveny mezoporézni materialy,
uvedené v tabulce 1.



10

CZ 308794 B6

Tabulka 1
Mezopordend | aktivnd latka napoddstice | denval obsah akirvsl | vytdZak (35}
material TN sacharidu atky

{hraoin 9%

MTI-SMPS- | karvakrol RCM-41 MDX 10 4¢
CAR
MDIX-SMPS- | cinpamaldehyd | MCOM-41 MDX 10 48
MDX-SMPH- M43 MDX 19 40
TEY
MDX-SMPR- | aliyi- MCON-41 MDX iG 36
AT wothiokyanat
MDX-SMPS- | dialividisulfid MCOM-41 MDX ¢ 40
MDX-SMPS- | thyioswhmon | MOM-41 MDX 18 40
TQ
MDX-SMPA- | cttral MOM-41 MDX 10 30
CIT
MDX-SWPS- | hmatond MOM-41 MDX i¢ 40
MII-SMPS- | poramol MCM-41 MDX RY 4¢
GER
MDX-SMPSR- | mantol MCOM-E MDX 16 46

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feseni umoziuje formulovat aktivni latky do inertnich netoxickych nosicu tak, aby bylo
umoznéno jejich uvolnéni v misté a Case potfebném pro jejich aplikaci. Uvolnéni je fizeno
enzymatickou aktivitou v cilovém mist¢, napf. v misté vyskytu patogenniho mikroorganismu. Toto
feSeni je mozno s vyhodou pouzivat pro aplikaci latek, které v Cistém stavu nemaji vhodné
technologické vlastnosti — jsou t¢kavé, maji nevhodnou polaritu, nevhodné skupenstvi nebo jiné

nevhodné fyzikalné-chemické vlastnosti.
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PATENTOVE NAROKY

1. Mezoporézni material na bazi oxidu kfemicitého pro fizené uvolfiovani aktivnich latek
cilovym mikroorganismem, vyznafeny tim, ze obsahuje mezoporézni nanocastice oxidu
kremicit¢ho o velikosti v rozmezi od 100 nm do 1 um s velikosti péri 2 az 15 nm, na jehoz povrchu
jsou kovalentné pres trialkoxysilan navazany sacharidové denvaty, pficemz v poérech mezoporézni
nanocastice je enkapsulovana antibakterialni a/nebo antifungalni tékava latka, a pfiCemz
sachanidové derivaty jsou derivaty maltodextrinu o poétu sacharidovych jednotek 3 az 20.

2. Mezoporézni material podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze mezoporézni nanocastice oxidu
kfemicitého jsou vybrané ze skupiny obsahujici MCM-41 a SBA-15.

3. Pouziti mezoporézniho materidlu podle kteréhokoliv znaroki 1 nebo 2, jako
antimikrobialnich agens, s vyhodou antifungalnich agens.

4. Pouziti mezoporézniho materialu podle kter¢hokoliv z narokii 1 nebo 2, v zemé&délstvi a/nebo
potravinafském primyslu a/nebo v kosmetickém prumyslu.

5. Mezoporézni material podle kteréhokoliv z naroka 1 nebo 2, pro pouziti jako 1é¢ivo.

3 vykresy
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