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SUHRN

Chitosan v topickych pripravkoch

V ramci experimentalnej prace na Katedre farmaceutickej technolégie SZU sa do liekovych foriem
spracival chitin ,,hmyzi“ z ¢meliaka Bombus terrestris a porovnaval sa s na trhu dostupnym chiti-
nom, resp. chitosanom, pochadzajtcim z korovcov (Pandalus borealus).

Cielom prace bolo zistit, ¢i hmyzi chitin, resp. chitosan ma obdobné technologické vlastnosti ako
na trhu dostupné a aj v ramci topickych pripravkov pouZivané produkty. Pripravili sa vzorky s obsa-
hom chitinu, resp. chitosanu rézneho poévodu 0,25 a 0,5 % v gélovom zéklade. Pri Casti gélov sa
gélovy zédklad okyslil kyselinou citrénovou (v mnozstve 0,75 %) alebo kyselinou mlie¢nou (1 %)
s cielom zlepsit mechanické vlastnosti folii. VSetky vzorky boli dobre aplikovatelné a po zaschnuti
sa vytvérala na pokozke pomerne odolna priehladna vrstva. Zo vSetkych vzoriek sa tieZ dali pripra-
vit pruzné félie, ktoré po navlhceni mali dobrd prilnavost k pokoZke. Chitin aj chitosan ziskany
z tiel ¢meliakov sa liSil od referenénych materidlov ziskavanych z kérovcov stupiiom deacetylécie,
mal iné technologické vlastnosti, napr. jemnejSie vlakna, bol krehkejsi, dal sa lepSie rozdrobovat za
mokra, ¢o vidno aj z vysledkov mikroskopického hodnotenia. Chitosan pripraveny z chitinu SAV
(hmyzieho) mal v liekovej forme podstatne jemnejsie Castice. Pri hodnoteni tokovych vlastnosti pri-
pravenych vzoriek moZzno konStatovat, Ze okrem vzorky I (samotny gélovy zdklad) ide o ¢asovo
zavislé tixotropné sustavy. Zatial ¢o chitinové gély nemali antimikrobidlny efekt (o zrejme stvisi
so zlou rozpustnostou chitinu), gély s chitosanom takuto aktivitu prejavili. Vyraznejsi i¢inok sa pre-
javil u kmenov Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, slabsi bol u Escherichia coli.
V préci su prezentované prvé orientacné vysledky porovnania gélov s obsahom chitinu a chitosanu
ziskaného z hmyzu a ziskaného z korovcov, pricom pripravené vzorky boli porovnatelné.
KItcové slova: chitin — chitosan — hmyz — kodrovce — topicka liekové forma

Ces. slov. Farm., 2007; 56, 141-145

SUMMARY

Chitosan in topical preparations

Within the framework of experimental work at the Department of Pharmaceutical Technology of
Slovak Medical University, “insect” chitin obtained from the buff-tailed bumblebee (Bombus terre-
stris) was processed to produce dosage forms and compared with commercially available chitin, or
chitosan, obtained from shrimps (Pandalus borealus). The paper aimed to find whether insect chi-
tin, or chitosan, possessed similar technological properties as commercially available and for topi-
cal preparations used products. Samples were prepared containing chitin, or chitosan, of different
origin, 0.25 and 0.5 % in a gel base. In some gels the gel base was acidified with citric acid (in an
amount of 0.75 %) or lactic acid (1 %) to improve the mechanical properties of foils. All samples
were well applicable and after drying a relatively resistant transparent layer was formed on the skin.
All samples could be made to produce elastic foils, which after moistening clung well to the skin.
Both chitin and chitosan obtained from the bodies of buff-tailed bumblebees differed from referen-
ce materials obtained from shrimps by the degree of deacetylation, possessed different technologi-
cal properties, e.g., finer fibres, were more fragile, and when wet, they could be disintegrated bet-
ter, which is obvious also from the results of microscopic evaluation. Chitosan prepared from chitin
SAV (insect) possessed substantially finer particles in the dosage form. The evaluation of the flow
properties of the prepared samples revealed that except Sample I (gel base alone) they are time-
dependent tixotropic systems. Whereas chitin gels did not show any antimicrobial effect (which is
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apparently connected with bad solubility of chitin), gels with chitosan showed this activity. A more
marked effect was observed in the strains of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa,
and in Escherichia coli it was weaker. The paper reports the first tentative results of comparisons of
chitin- and chitosan-containing gels obtained from insects and those obtained from shrimps, sho-
wing that the prepared samples were of comparable quality.

Key words: chitin — chitosan — insects — shrimp — topical dosage form
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Uvod

Chitin je po celuléze druhy najrozsirenejsi prirodny
biopolymér ! a jeho zdrojom su najlastejSie schranky
krabov a inych korovcov, méikkySov, je obsiahnuty tieZ
v tele hmyzu a v hubéch (niz8ich aj vysSich), plesni-
ach, kvasinkédch a niektorych riasach ?. Podla terciér-
nej, resp. kvartérnej Struktiry rozozndvame 3 typy chi-
tinu — a, P, y. NajobvyklejSia a- forma ma retazce
usporiadané antiparalelne, ziskava sa zo schranok
kdérovcov a z tiel hmyzu. - forma ma retazce usporia-
dané paralelne, je lepSie rozpustnd, ale je zriedkava
(obsahuju ju schranky niektorych mikkysov). Zmes
oboch predoslych typov je y- chitin, ziskava sa z kukiel
hmyzu ¥. Chitosan je polysacharid ziskavany kyslou
extrakciou chitinu, pri spracovani chitinu jednotky
N-acetylglukosaminu podliehaji ciasto¢ne deacetyla-
cii za vzniku polyméru z D-glukosaminu (pritomnost
aminoskupin spdsobuje rozpustnost chitosanu v zrie-
denych organickych kyselinach). Chitosan vytvara
komplexy s relativnou molekulovou hmotnostou M,
vySe 10° Da. V oblasti farmécie ma chitin a najmé chi-
tosan §iroké uplatnenie, ¢i uz v perordlnych liekovych
forméch, alebo ako excipient pri topickej aplikacii.
Chitosan zlepSenim priepustnosti intercelularnej cesty
ucinkuje ako urychlovac absorpcie cez pokozku a sliz-
nice, pouziva sa ako excipient pre cieleny privod lieciv
do hrubého ¢&reva ¥, jeho antimikrobidlny ucinok sa
uplatiiuje aj v sterilnych liekovych formach, pricom
nesposobuje hemolyzu a G¢inny je najméd v emulznych
systémoch ¥. V ionizovanej forme je chitosan kation-
aktivny, moZze vytvarat komplexy s aniénaktivnymi lat-
kami, napr. s algindtmi moéZe vytvarat zloZzeny film,
ktory mdze byt substratom pre génovy prenos ©. Jeho
viizba na DNK umoziiuje transkripciu génov ¥,

V liekoch, resp. zdravotnickych pomdckach na tera-
piu popélenin sa vyuZiva najmi schopnost chitosanu
vytvarat mukoadhezivny gél alebo film (félie) ?, ako aj
antimikrobidlny a granulaény, resp. hojivy G¢inok 'O
Pre pripravky urcené na poSkodené tkaniva je vyhodna
moznost sterilizacie chitosanu 'V. V tychto aplikaciach
sa chitosan m6Ze kombinovat s réznymi inymi poly-
mérmi napr. s polyvinylpyrolidénom '?, alginatmi '¥,
pektinom a hydroxypropylmetylcelul6zou ¥, pripadne
s kolagénom '». Eur6pska komisia schvilila pre lie¢bu
sekunddrnych ran po popéleni a chronickych ran (dia-
betickd noha, dekubity, vred predkolenia) komplex
chitosanu s kolagénom — Chitoskin, Sangui BioTech
GmbH, (chitosan je ziskavany z kérovcov). V Rusku je

uz 10 rokov pouZivany na podobné indikécie chitosan-
glukdnovy komplex (CGK) — Fungiskin, ziskavany
z bunkovej steny hub.

Z novsich aplikacii chitosanu mozno spomentut nano-
kompozitné matrice na baze chitosanu, s obsahom nano-
Castic — napriklad hydroxylapatitu v rozsahu od 1 do
85 %. V zavislosti od podielu nanocastic sa menia
mechanické vlastnosti vzniknutého polyméru — pevnost,
pruznost a jeho priepustnost pre plyny, paru a vodu '¢.
Pri nizkom podieli nanocastic vznikaji gély, resp. folie,
pri vysokom podieli nanocastic sa ziskava material pev-
nostou porovnatelny s materidlom kosti a uvazuje sa
o jeho pouziti ako kibové nihrady.

V ramci experimentélnej prace na katedre farmaceu-
tickej technolégie SZU sa do liekovych foriem spracuval
chitin ,,hmyzi*“ z ¢meliaka Bombus terrestris, priCom sa
pouzili ako surovina mftve telesné schranky ¢meliakov
pouzivanych ako opelovace rastlin v sklenikoch a plasto-
vych tuneloch a porovnaval sa s na trhu dostupnym chi-
tinom, resp. chitosanom, pochadzajicim z korovcov
(Pandalus borealus).

Cielom prace bolo zistit, ¢i hmyzi chitosan ma ob-
dobné technologické vlastnosti ako na trhu dostupné a aj
v ramci topickych pripravkov pouZivané produkty.

POKUSNA CAST

PouZity materidl

Chitin Primex Island (z morskych rakov), dalej chitin PR;
chitin SAV (z ¢meliakov); chitosan Liposan Ultra™ Vanson
Velka Britania (chitosan sukcinat), dalej chitosan L; chitosan
pripraveny z chitinu SAV, dalej chitosan SAV; kyselina citréno-
va bezvoda, kyselina mliecna Acit Slovensko; pektin typ B,
Rapid Set, Cobenhavs Pectin Fabrik, Dansko.

Zariadenia

Mikroskop MP 3 P 20, Polsko; fotoaparat Canon PowerShot
A 75, Canon, Svajéiarsko; pH-meter Metrohm 744, Metrohm
Svajciarsko; rotacny viskozimeter Rotovisko Haake, Haake
Nemecko.

Pripravili sa pektinové gélové zéklady podla '7, ktorych Cast
sa okyselila kyselinou citrénovou (0,75 %), resp. kyselinou
mliecnou (1 %), ktorej pridavok by sa mal pozitivne prejavit na
mechanickych vlastnostiach pripravenej félie. Z kazdej skupi-
ny gélovych zakladov sa pripravili vzorky s obsahom chitinu,
resp. chitosanu 0,25 a 0,5 % v pektinovom gélovom zaklade.
Hodnoty pH vSetkych vzoriek sa pohybovali v rozmedzi
2,6-3,3. Pripravené gély sa hodnotili mikroskopicky, zistovali
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sa tokové vlastnosti jednotlivych vzoriek (meranim Struktirnej
viskozity) a hodnotila sa antimikrobidlna aktivita na klinickych
kmenoch Staphylococcus aureus ATCC 29 213 (dalej STAU),
Escherichia coli ATCC 35 218 (dalej ESCO), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27 853 (dalej PSAE). Antimikrobiélna akti-
vita sa hodnotila na Oddeleni mikrobiolégie NOU Bratislava.
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Na mikroskopické stanovenie sa nanaSala tenka vrstva
gélu na podlozné sklicko, sledovany gél zobrazeny na
obrazovke mikroskopu sa odfotografoval. Pouzil sa —— | otacky zostup.
objektiv s 10-nasobnym zvicSenim a stupnica na obra- - w0 - L otadky vzostup.
zovke sa pred stanovenim ciachovala objektivovym mik- —e— L otacky zostup.
rometrom 1/0,01. Porovnédvali sa vzorky s obsahom

2 hi L ka N 1) al 2 hi- Graf 1. Tokova krivka vzorka I — samotny gélovy zdklad (pH
0,25% ;Altosanu K (\(/)ZOI‘ Z;; ; (obr. 1) alebo 0,25% chi 2,92); vzorka L — chitosan L 0,25 % v gélovom zdklade (pH
tosanu SAV (vzorka O) (obr. 2). 3.22)

rychlostny spad (s'1)
— /= - | otacky vzostup.

Meranie dynamickej viskozity

Pripravené gély sa hodnotili reologicky rotaénym vis-
kozimetrom so systémom SV II.

Parametre: 20 °C, meraci systém SV II, DMK 50 (graf
1,2, 3).

40

tangencialne napatie (N.m?)
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rychlostny spad (s™)

— =A= M otacky vzostup

—&— M otacky zostup.

— -m— N otacky vzostup.

—— N otacky zostup.

ZvicSenie: <> 40 ym ~ -®= O otacky vzostup

—o— O otacky zostup.

Obr: 1. Chitosan L 0,25 % v gélovom zdklade s kyselinou Graf 2. Tokova krivka vzorka M — samotny gélovy zdklad

citrénovou — vzorka N okysleny (pH 2,7); vzorka N - chitosan L 0,25 % v okyslenom
gélovom zaklade (pH 2,78), vzorka O - chitosan SAV 0,25 %
v okyslenom gélovom zdklade (pH 3,05)
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Obr. 2. Chitosan SAV 0,25 % v gélovom zaklade s kyselinou Graf 3. Porovnanie Strukturnej viskozity vzoriek pri
citrénovou — vzorka O. maximdlnom rychlostnom spade D= 220,5 st
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Tab. 1. Antimikrobidlna aktivita vzoriek s neokyslenym
gélovym zdakladom

Aplikovana vzorka inhibi¢nd zéna v mm
STAU ESCO  PSAE

gélovy zédklad (placebo) (vzorka I) 0 0 0
chitin PR 0,25 %

v gélovom zdklade (vzorka J) 0 0 0
chitin SAV 0,25 %

v gélovom zédklade (vzorka K) 0 0 0
chitosan L 0,25 %

v gélovom zdklade (vzorka L) 9 6* 9

* inhibicia v mieste aplikédcie

Tab. 2. Antimikrobidlna aktivita vzoriek s gélovym zdakladom
okyslenym kyselinou citrénovou

inhibi¢na zéna v mm

STAU ESCO PSAE

Aplikovana vzorka

gélovy zéklad (placebo)

s kyselinou citrénovou (vzorka M) 10 7 12
chitosan L 0,25 % v gélovom zaklade

s kyselinou citrénovou (vzorka N) 13 7 11
chitosan SAV 0,25 % v gélovom zaklade

s kyselinou citrénovou (vzorka O) 11 6* 12

* inhibicia v mieste aplikdcie — prejavila sa potlacenim rastu kol6nii
na ploche s nanesenou vzorkou gélu, pri¢om sa ale nevytvorili
inhibi¢né z6ny okolo miesta aplikacie

Hodnotenie antimikrobidlnej aktivity

Antimikrobidlna aktivita pripravenych gélov sa stano-
vovala na kmetioch Staphylococcus aureus ATCC 29 213
(dalej STAU), Escherichia coli ATCC 35 218 (dalej
ESCO), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27 853 (dalej
PSAE), pricom sa gély aplikovali na naockované pody
na plochu 6 mm x 4 mm a odcitaval sa priemer inhibic-
nych zén. Vysledky s v tabulke 1 a v tabulke 2.

DISKUSIA A ZAVER

Pripravili sa vzorky s obsahom chitinu, resp. chitosa-
nu rézneho povodu 0,25 a 0,5 % v gélovom zaklade. Pri
Casti gélov sa gélovy zdklad okyslil kyselinou citrénovou
(v mnozstve 0,75 %) alebo kyselinou mliecnou (1 %)
s cielom zlepsSit mechanické vlastnosti folii. VSetky vzor-
ky boli dobre aplikovatelné a po zaschnuti sa vytvérala

—b-

na pokozke pomerne odolna priehladné vrstva. Zo vSet-
kych vzoriek sa tiez dali pripravit pruzné folie, ktoré po
navlh¢eni mali dobru prilnavost k pokoZke. MnoZstvo
poskytnutého materidlu (chitinu a chitosanu) nebolo
dostacujice na overenie technoldgie pripravy vzoriek
a na ich opakované stanovenie.

Z toho dovodu sa z chitosanu SAV nemohol pripravit
0,5% gél, a preto sa sledovala antimikrobidlna aktivita
len u gélov s koncentraciou 0,25 %.

Chitin aj chitosan ziskany z tiel ¢meliakov sa liSil od
referencnych materidlov ziskavanych z korovcov stup-
nom deacetylacie (je menej acetylovany), mal iné tech-
nologické vlastnosti, napr. jemnejsie vlakna, bol krehkej-
§i, dal sa lepsie rozdrobovat za mokra, o vidno aj
z vysledkov mikroskopického hodnotenia na obrazkoch
1 a 2. Chitosan pripraveny z chitinu SAV (vzorka O) mal
v liekovej forme podstatne jemnejsie Castice. Pri hodno-
teni tokovych vlastnosti pripravenych vzoriek moZno
konStatovat, Ze okrem vzorky I (samotny gélovy zdklad)
ide o Casovo zavislé tixotropné sustavy, ktoré su z hla-
diska aplikacie topickych liekov vyhodné. Krivky v gra-
fe 2 u vzoriek M a N pri zostupnych otackach maju aty-
picky priebeh, ¢o moze byt spdsobené vlaknitymi
Struktdrami, ako vidno na obrdzku 1 u vzorky N, ale aj
pripadnou nedostato¢nou homogenizaciou.

Zatial ¢o chitinové gély nemali antimikrobidlny efekt
(¢o zrejme stvisi so zlou rozpustnostou chitinu), gély
s chitosanom takuto aktivitu prejavili. Vyraznejsi acinok
sa prejavil u kmenov Staphylococcus aureus a Pseudo-
monas aeruginosa, slabsi bol u Escherichia coli. Gély
s obsahom kyseliny citronovej sa nemohli porovnavat
s ostatnymi gélmi, kedZe samotny gélovy zaklad s obsa-
hom kyseliny citrénovej mal antimikrobialny efekt.

V praci st prezentované prvé orientacné vysledky
porovnania gélov s obsahom chitinu a chitosanu ziskané-
ho z hmyzu a ziskaného z korovcov, priCom pripravené
vzorky boli porovnatelné.

Za spolupracu dakujeme pracovnikom zo SAV Bratislava,
Ustavu molekuldrnej biolégie: J. Majténovi, O. Markovicovi, J.
Simuthovi a NOU Bratislava, Oddelenie klinickej mikrobiol6-
gie: J. Truplovi.
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i umeleckd komunita pripomenula pétdesiatiny pina PharmDr.
Zdenka Bugana, lekdrnika, s mimoriadnym vytvarnym a ume-
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Narodil sa 24. aprila 1957
v Cadci. Po ukonéeni zaklad-
nej Skolskej  dochadzky
v Kysuckom Novom Meste,
Dolnom a Hornom Vadicove,
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farméicie PharmDr.

Pocas stidia na FaF UK sa na Katedre farmaceutickej ché-
mie aktivne zapojil do Studentskej vedeckej a odbornej ¢innos-
ti, v rdmci ktorej Studoval aplikaciu niektorych alkoholatov ako
odmernych cCinidiel pre alkalimetriu v nevodnom prostredi, na
stanovenie obsahu barbiturdatov v HVLP. Okrem toho sa zapojil
i do Studia fyzikdlno—chemickych vlastnosti bazickych esterov
substituovanej kyseliny fenylkarbamovej a ich korelécii s bio-
logickou aktivitou. Diplomovu pracu vypracoval pod vedenim
RNDr. Marie Bachratej. O hodnote aj nim dosiahnutych vysled-
kov v ramci tychto aktivit najlepsie sved¢i skutocnost, Ze sa stal
spoluautorom dvoch pdvodnych vedeckych experimentalnych
prac, publikovanych v Casopise Farmaceuticky Obzor (FO).
Prva v FO 1984; 53, 357-362 a druha v FO 1984; 53, 543-552.

KedZe po ukonceni vysokoskolského Studia sa zamestnal
v lekarni, kde po profesionélnej stranke bola potrebnd atestacia
1. stupiia z lekdrenstva, ukoncil v roku 1985 na FaF UK v Bra-
tislave Studijny odbor vS§eobecna farmécia a v roku 1984 uspes-
ne absolvoval na ILF Bratislava atestaciu 1. stupfia v odbore
lekérenstvo.

Z poverenia vtedajSej Lekarenskej sluzby v Liptovskom
Mikulasi v roku 1984 v obci Liptovské Sliace (pri RuZzomber-
ku) zriadil lekdren, ktord v roku 1999 podla platnych zakonov
privatizoval. V tejto lekarni, ktord zaregistrovali pod ndzvom
Salamandra, pracuje dodnes.

UZ na strednej Skole sa u neho prejavil vztah a neskorSie
talent k vytvarnému umeniu, ¢iZe vlastnosti, ktoré dalej umoc-
nil pocas vysokoskolského S$tidia v Bratislave v rokoch
1977-1981, kedy navstevoval sikromne ateliér akademického
maliara Jozefa Bubdka. V roku 1983 tspeSne absolvoval priji-
maciu komisiu do Slovenského fondu vytvarnych umelcov
v Bratislave a neskdr v roku 1989 bol prijaty za ¢lena Zvizu
slovenskych vytvarnych umelcov v Bratislave. Od roku 1981
sa venuje vytvarnej Cinnosti v oblasti malby, kresby, volnej
grafiky a ilustracie. Od tohto roku sa datuje aj jeho dspes$na
spolupraca s vydavatelstvami Osveta Martin a Slovensky spi-
sovatel a tieZ spolupraca so sikromnymi vydavatelstvami
v oblasti grafiky a bibliofilii v Cech4ch, Holandsku a Belgic-
ku. Od roku 1981 postupne mal viac ako 40 samostatnych
a 150 kolektivnych vystav doma i v zahranic¢i, napriklad: Slo-
venska a Ceska republika, Polsko, Finsko, Svédsko, Belgicko,
Dansko, Japonsko, Kdrea, a Argentina.

Vyznam tejto jeho umeleckej tvorby a aktivit, ktora ma
nesmierny internaciondlny dopad, okrem iného ilustruje
i 0 lom monografia, ktora bola vydana uZ v roku 1984.

Vztah k svojej Alma mater FaF UK dokumentoval vystavou
z vyberu svojich diel pri prilezitosti 35. a 50. vyrocia zaloZenia
FaF UK, ktoré sa stretli s velkym zaujmom nielen medzi
zamestnancami, ale i Studentami. Jeho grafika zdobila i sym-
bol II. liptovsko—oravskych lekdrnickych dni, ktoré sa usku-
tocnili v roku 2006. Pri prileZitosti 50. vyroCia zaloZenia
Katedry farmaceutickej chémie FaF UK vytvoril Specificky
tématicky graficky list. Za jeho doterajSiu pracu vo farmdcii
mu boli udelené tieto ocenenia. V roku 1981 Cena Rektora UK
v Bratislave, v roku 2004 Medaila PhMr. Jana Halasu a v roku
2006 Medaila PhMr. Vladimira J. Zuffu, ktoré mu udelila Slo-
venska farmaceuticka spoloc¢nost (SES).

V sticasnom obdobi sa odborne angazuje v Sekcii dejin far-
macie SFS, v ktorej ako ddverny znalec Zivota a diela PhMr.
Jana HalaSu (1893-1981) analyzuje a spracovava jeho fotogra-
fickd tvorbu zameranu na vydéavanie pohladnic a jeho aktivity
v Tren¢ianskom muzeu v Trenc¢ine a v Matici Slovenskej
v Martine. N4§ jubilant je Zenaty a ma dve deti. Syn Zdenko
(1981) je ekonomickym inZinierom a dcéra Zuzana (1986) je
Studentkou 2. ro¢nika FaF UK. Od roku 1982 Zije a tvori
v RuZomberku.

Mily Zdenko, pri prileZitosti Tvojho vyznamného Zivotného
jubilea, ktoré je prvou etapou vo vyvoji Zivota a prace, mi dovol
tlmocit stanovisko, Ze Vybor SES vysoko ocenuje Tvoje dote-
rajSie dosiahnuté vysledky, Tvoju skromnost a obetavost pre
nasu farmdciu. Za vSetkych kolegov do dalSich rokov Ti Zelam
predovsetkym pevné zdravie, pohodu a radost z doteraz dobre
vykonanej price. Prajeme Ti, aby si eSte dlho mohol rozvijat
invenciu a nové kredcie vo svojej kaZzdodennej praci a v umeni.

J. Cizmdrik
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