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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva charakteristikou kolagenu a jeho roli v I6¢bé kloubnich

onemocnéni. Diplomova prace se sklada z ¢asti teoretické a praktické.

V teoretické ¢asti se prace zamétuje na onemocnéni kloubniho aparatu a moznosti Iécby, co
je to kolagen a jaké existuji typy kolagenu. Také se soustredi na metabolismus kolagenu a

jeho vyuZziti.

Praktickd cast se zabyvad metodikou stanoveni kolagenu a pouZitim kapalinové chromato-
grafie. Prace ptinaSi celistvy pohled na danou problematiku a vyuZiva viech dostupnych

zdroju.

Klicova slova: Kloubni onemocnéni, kolagen, hmotnostni spektrometrie, HPLC

ABSTRACT

This thesis deals with the characterization of collagen and its role in the treatment of joint

dinase. This thesis consists of theoretical and practical.

The theoretical part focuses on diseases of joints and treatment options, what it is colagen

and what are the type of collagen. Also focus on the metabolism of collagen and use.

The practical part deals with the metodology for determination of collagen and using liquid

chromatogramy. Work provils a holistic view of the issue and use all available resources.

Keywords: Collagen, articular disease, mass spectrometry, HPLC
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Uvod

Kloubni onemocnéni a celkové onemocnéni pohybového aparatu je jednou z nejcastéjSich
pricin pracovni neschopnosti a to v takové miie, Ze je mozné hovoiit o fenoménu jedena-

dvacéatého stoleti.

Je nepopiratelnym faktem, Ze Ceska i svétovéa populace starne. V soucasné dobé je polovina
obyvatel Evropské Unie (EU) starSich 40 let, v roce 2060 bude polovina obyvatel EU starsi

48 let. Ceska republika bude pattit mezi zemé s nejrychleji starnouci populaci [23].

Aktualnim trendem je prodluZovani Zivota, ovsem zaroven s tim také narastd pocet chorob
a potieba jejich Iécby. Pocetnou skupinou mezi nimi jsou Kloubni onemocnéni, pii jejichZ
lé¢bé a prevenci vzniku hraji nemalou roli potravinové dopliiky obsahujici mezi mnoZstvim
jinych latek zejména kolagen, jehoZ popisem a metodikou jeho stanovovani se zabyva vy-
znamna ¢ast prace. Seniofi jsou tedy stéle se zvétSujici skupinou, kterd je témito nemocemi

postiZena.

Teoretickd cast diplomové prace mapuje pric¢iny Kloubnich onemocnéni, vyuZiti dopliku

stravy obsahujicich kolagen.

Znac¢na ¢ast se vénovana kolagenu, jeho vlastnostem, struktuie, metabolismu a vyuZiti jed-

notlivych typa.

Kolagen, je material piirodniho piavodu, ma velmi slabou schopnost vyvolat imunologické
reakce organismu a vysokou biodegradabilitu, jelikoZ degraduje na télu vlastni peptidy a
aminokyseliny, proto je i vyuzivan v lékaistvi. Jeho biomedicinské aplikace zahrnuji pouZziti
v lé¢bé hypertenze, artritidy, urinarnich potiZi, ran a popalenin, vyuziva se v chirurgii a
v tkanovém inZenyrstvi ktze, kosti a jako ndhrada chlopni a krevnich cév. Jeho pouziti
se neomezuje pouze na medicinu, ale vyskytuje se i v jinych odvétvich, jako je potravinai-
stvi, kosmetika a farmacie. Hlavnim zdrojem pramyslového kolagenu jsou hoveézi kiaze a

kosti, v poslednich letech je vyrabén i z ryb.
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Praktickd cast je zamétrena na metodiku stanoveni kolagenu. PIné vyuZiva jak poznatka ¢asti

teoretické, tak zaroven poznatka ziskanych béhem celého priabéhu studia.

Cilem bylo charakterizovat kolagenni preparaty na bazi kolagenu pro pouZziti jako dopliky

stravy pomoci modernich analytickych metod.

Pro separaci jednotlivych sloZek byla zvolena metoda HPLC a nasledné byla nasnimana flu-
orescencéni spektra, ktera byla doplnéna jejich analyzou a ziskani charakteristickych parame-
tr, na zaklade kterych by bylo mozné jednotlivé kolagenni preparaty urcit, piipadné i sta-

novit.

Celkem bylo zkoumano sedm vzorkii. Provedend méieni jsou prezentovana i na priloZzenych
obrézcich. V této diplomové praci byly analyzovany vzorky pomoci HPLC metody, ktera je
v dnesni dobé velmi efektivnim nastrojem k analyze. Nedilnou soucésti prace byla piiprava a
kalibrace pristroje a dale pak optimalizace ptistroje pro analyzu. Nésledn¢ byly na pristroji

zmeieny vzorky a vysledné koncentrace porovnany.

n

Diplomova préace " Charakteristika kolagenti pouzivanych v Ié¢bé kloubnich onemocnéni
tak ptinaSi uceleny pohled na kolagen a jeho pouZziti v 1é¢bé kloubnich onemocnéni. Zabyva
se vyznamnym zdravotnim problémem nasi populace (velky poc¢et nemocnych s kloubnimi

onemocnénimi) a pfindSi komplexni pohled na tuto problematiku.

Mij velky zajem o téma kolagenu a Iécivych piipravki s jeho obsahem byl dan piedevsim
mou pozici technologa a technika vyroby ve firm¢, kterd se zabyva vyrobou specialnich pii-
pravka pro vyzivu a regeneraci Kloubd pro humanni a veterinarni aplikaci, touto vyrobou

bych se chtél v budoucnu déle zabyvat.
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TEORETICKA CAST
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1 ANATOMIE

Teoretickad cast se zaméfuje nejprve na pojivovou tkan a kloub. Vénuji se zde kratce i
Kloubnim onemocnénim, 1écbou, prevenci a doplikam stravy, které pii 1é¢bé blahodarné

ucinkuji.

1.1 Pojivova tkan

Tkéan¢ jsou soubory bunék, které maji stejny puvod, stejny tvar a vykonavaji stejnou funkci.
Zéakladni vlastnosti pojivove tk&né je, Ze obsahuje kromé bunek i zakladni mezibunécnou

hmotu a fibrily (kolagenni, elasticka a retikularni vliakna). [1]
Dé¢lime jina: A/ vazivo
B/ chrupavku

C/ kost

1.1.1 Vazivo

MuZe byt ridké, umoznujici pohyb jinych tkani vaci okolnim organam, ¢i tuhé fibrilarni ve

Slachéch a vazech.
Bunky vaziva jsou rozvétvené a spojené cytoplazmatickymi vybézky, nazyvaji se fibrocyty.
Vlakna rozliSujeme kolagenni (pevna) a elasticka (pruzna).
Podle charakteru délime vazivo na: 1) embryonalni
2) retikularni (se schopnosti fagocytdzy)

3) tukové bunky
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4) kolagenni (obsahujici ¢etné kolagenni fibrily)

5) elastické (obsahujici prevazné elasticke fibrily)

1.1.2 Chrupavka

Podle mnoZstvi a druhu pievladajicich fibril (kolagenni, elastické) délime chrupavky na:

1) hyalinni - sklovité, obsahuji kolagenni fibrily (kloubni chrupavka)

2) elasticke - pruzne, obsahuji kolagenni i elastické fibrily (usni boltec)

3) fibrozni - obsahuji cetné kolagenni fibrily, které na rozdil od téch v hya-
linni chrupavce nejsou maskovany v zakladni hmot¢ (meziobratlové ploténky,

spona stydka).

Bunky (chondrocyty) jsou ovalné, uloZeneé v dutinkdch mezibunécné hmoty, nazyvané

chondromukoid. Chrupavka je bezcévna, bez lymfatickych cév a inervace.

1.1.3 Kloub

Vv s

Kloub ( Articulatio) je nejobecnéjsi definici popsan jako pohyblivé spojeni umoznujici pohyb
kosti. Jednotlivé kosti jsou spojeny bud’ pevné jinou pojivovou tkéani (napf. spojeni pa-
nevnich kosti chrupavkou), nebo jako tomu je v tomto ptipadé, spojenim kloubnim, ve kte-
rém se dotykaji dvé (klouby jednoduché) a vice (klouby sloZené) kosti. Stavba kloubu je

popséana na obréazku ¢. 1.

Hlavnimi ¢astmi jsou kloubni hlavice a kloubni jamka. Jejich tvar je razny a udava velikost i
rozsah pohybu v kloubu. MiZe byt naptiklad valcovity, sedlovity, nepravidelny. Ob¢ ¢asti

jsou potaZzeny chrupav¢itou vrstvou, pojivovou tkani, ktera se sklada z bunék a mezibunéc-
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né hmoty obsahujici vlknity a amorfni podil. Amorfni podil je sloZen ptedevsim z proteo-
glykant a vody, vlaknity podil, ktery je zastoupen ve vétS§im mnozZstvi, je tvoien piedevsim
kolageny. Chrupavka a hlavice a jsou zasazeny v kloubnim pouzdie, které je upnuto

na jejich okraji.

Hlavni funkci tohoto pouzdra je produkce synovialni tekutiny, coz je ¢ira, bezbarva nebo jen
mirné nazloutla viskozni tekutina, ktera snizuje tfeni kloubnich ploch a zvySuje prilnavost

jednotlivych ¢asti. Nedostatek synovialni tekutiny vede k nedostate¢né vyZivé a regeneraci

onemocnéni. Pro tuto préci jsou duleZité zejména synovialni klouby, které umoZznuji Siroky

rozsah pohybu. [2]

Bunky se nazyvaji osteocyty, maji protahlé bunécné télo s cetnymi vybézky probihajicimi
v kandlcich zakladni hmoty, jeZz obsahuje sloZzku organickou (osein) a anorganickou (soli
Ca, P) v poméru 25-40:60-75%. Tento pomér je zavisly na staii jedince, v mladi pieviada

organicka sloZka (kost pruzna a ohebna) a ve stafi anorganicka (kost kiehka).[1]

Obrazek 1 : Schéma stavby kloubu

kost
subchondralni kost
kloubni chtupavka
kloubni tekutina
kloubmni vystelka
vazivove kloubni
pouzdro
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2 ONEMOCNENI KLOUBNIHO APARATU

Onemocnéni kloubniho aparatu nemusi byt vZdy bolestiva a jejich lé¢ba neni nutné urgentni.
V (vahu jsou brany stiedné téZké stavy, pti kterych neni prvotnim feSenim celkova endo-
protéza. Existuje vice nez 200 druha kloubnich onemocnéni, vzhledem k rozsahu préce jsou
vybréna ta nejcastéjsi, pii jejichZ 1écbe¢ je vhodné doplikove uZivani potravinovych doplikt
obsahujicich kolagen. Z hlediska rozsahu prace jsou vybrany pouze nékteré faktory zpiso-

bujici vznik onemocnéni kloubti a celkoveé pohybového aparatu.

2.1 Obecné priciny

Mezi vybrané, obecné priciny kloubnich onemocnéni tedy patii nésledujici:

. Osobni anamnéza — Pokud je v rodiné predispozice ke kloubnim onemocnénim,

zvysuje se také pravdépodobnost jejich vyskytu u nasledujicich generaci; [3].

. Obezita — Se zvysujici se vahou c¢loveka se také zvySuje tlak, ktery je vyvinut
na pohybové ustroji. Z tohoto divodu mohou byt klouby pretéZovany i pies nizkou intenzi-

tu jejich potreby (aktivni sport);

. Vék — Se zvySujicim se vékem klesa celkova obranyschopnost organismu, ten je
proto nachylIngjsi k mnoZstvi onemocnéni nez organismus mlady. Toto tvrzeni viak v piipa-
dé nemoci kloubu plati pouze ¢aste¢né. Nékteré nemoci se mohou projevit také u déti. Nej-
znamgjSi skupinou jsou oviem revmata a artrozy, ktera se v nejvétSi mire objevuji u seniort.

wrw eV

Trend prodluZovani Zivota pak zapticifuje také narast mnozstvi téchto nemoci; [3].

Pohlavi — Jednotlivd onemocnéni maji riznou tendenci napadat muze a Zeny. Je prokdzano,
Ze napiiklad revmatoidni artritida postihuje mnohem castéji Zeny a ma u nich tak malignéjsi

prab¢h. Naopak dnou trpi spiSe muzi; [4]

. Uraz — Kazdy z Grazt narusi rovnovéahu organismu. Vhodnym piikladem jsou zlo-

meniny, které jiz v dusledku strednédobé indispozice vedou k ochabnuti kosterniho svalstva
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a kloubnich Gpont na postizené konceting. Dusledky jsou stejné jako v piipadé faktoru ne-
dostatecneho pohybu. Pti zlomeninach koncetin vZdy zvySujeme zatiZeni té zrcadlové. Do-

chazi tedy k nerovnomérnému opotiebovani kloubt; [3].

. Jina nemoc - Kloubni onemocnéni, zejména ta zanétliva, mohou byt vyvolana také

prestupem infekce z jiné ¢asti téla napi. u chiipkovych onemocnéni ¢i infekeni Zloutenky.

. Koureni — Pfi kouieni spotiebuje lidské télo mnohem vice vitamind a minerali nez v
opa¢ném piipadé. Je to dano tim, Ze napiiklad vitamin C (kyselina askorbova) a selen ¢as-
tecné zabranuji vstiebavani jeda vdechovanych cigaretami a pasobi tak jako prevence rako-
viny plic. V tomto piipad¢ se ale naptiklad kyselina askorbovd nemaZe podilet na zvySovani

pevnosti cév, vlasecnic, tvorby kolagenu; [5].

. Abusus alkoholu — Podobn¢ jako pii koufeni znamena nadmérna konzumace alko-
holu pro lidsky organismus zbyte¢nou piitéZ, v jejimz dusledku jsou vyplavovany vitaminy a
mineraly, které télo potiebuje ke své vyZivé a regeneraci. Mezi mnohymi zminme opét vita-
min C, ktery podporuje tvorbu kolagenu, tolik nezbytného pro zdravi pohybového aparatu

(predevsim Kloubi, ale takeé kosti a vazi). Doporuéenou denni davkou je az 1 g; [5].

. Nadmérny pohyb — Prikladem nadmérného pohybu budiz aktivni sport. Pii prilis
¢astém sportu jsou klouby vystaveny nadmérnému opotiebovavani, které v piipadé nedosta-
tecné kloubni vyZivy vede k Ubytku chrupavky a néslednému poskozeni synovialni kosti.
Nadmeérnym pohybem jsou zatizeny také vazy, které vyZzaduji podobnou péci jako klouby;

[5].

. Nedostateény pohyb — Pti nedostatecném pohybu ochabuje cely pohybovy aparat.
Pii narazové “akci” pak ma tendenci k rychlému pietiZeni a tim i opotiebovani. Jednim z

dusledka nedostate¢ného pohybu je také obezita, popsana jiz vyse.

. Stres — Dlouhotrvajici stres je jednim z p#i¢in autoimunitnich poruch. Stres neimer-
né zatéZuje a vycerpava organismus a onemocnéni (napiiklad revmatoidni artritida) pak

napada nejen Klouby, ale také okolni tkané.
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. NevyvaZzena strava — Strava chuda na bilkoviny a tuky vede ke sniZzené tvorbé sy-
novialni tekutiny a v dusledku tedy také k opotiebeni kloubu. Nadmérné mnozstvi bilkovin,
oviem vede v ur¢itém procentu pripada ke dnég, tedy kloubnimu onemocnéni kdy se dusled-
kem poruchy metabolismu purint a pyrimidina ukladaji na synovii krystaly kyseliny mocove.

NevyvadZena strava také zaptic¢inuje nedostatek vitamini a minerdla dualezZitych nejen pro

regeneraci kloubu, ale také kosti, svala a jinych tkani; [5].

. Jednostranné zatéZujici dlouhodobé pracovni ¢innost — Neergonomické vykona-
vani prace vede opét k nadmérnému zatiZeni kloubu. Ptikladem mohou byt rutinni typy pré-
ce vykondvané v pasové vyrobg, ale take kancelaiské préace, kdy se pii pouZivani pocitace
zna¢né opotiebovavaji klouby hornich koncetin, zatimco klouby dolnich koncetin béhem

této doby ochabuji. ZatiZzena jsou také zada, coZ souvisi se Spatnym drZenim téla; [5].

. Spatné drzeni téla — Predevsim pii dlounodobém sezeni jsou zatizeny meziobratlo-

vé klouby a klouby zad v oblasti kiiZze. Naméhana je také kréni patef. V pripadé nevyhovuji-

ci, neergonomické Zidle ¢i kiesla jsou zatizeny také klouby kycelni; [3].

. Chlad - Prochladnuti kloubu je ¢astou pFi¢inou revmatologickych onemocnéni.

. Porucha imunitniho systému — piikladem jsou autoimunitni onemocnéni, kdy or-

ganismus sam vytvari latky napadajici kloubni tk&ng; [6].

2.2 Problematika osteoartrozy v sou¢asné moderni dobé

Problematika kloubnich onemocnéni v dnesni dobé nabyva stéle vice charakteru celosvétové
epidemie. Kazdy paty trpi témito bolestmi déle neZ dvacet let a tietina z nich kvali nim ale-

spon jednou priSla 0 zaméstnani. V naSi soucasné moderni civilizaci se pracovni podminky
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e e

stavaji sloZit&jSimi a naroénéjSimi na télesnou i psychickou vykonnost ¢i zdatnost. Je bohu-
Zel tedy smutnou skutec¢nosti, Ze toto nezanétlivé degenerativni onemocnéni kloubt se stalo
skutec¢nou civilizacni chorobou. Degenerativni zmény provazejici ptirozené starnuti kloubt
dnes nabyly takovych rozméri, Ze je Iékaii fadi mezi vazné choroby, které vyZaduji zvIastni
pozornost a soustavnou diagnostickou a lé¢ebnou péci. Jestlize jeSté pred nekolika desitka-
mi let byla osteoartr6za hlavné problémem vy3siho veéku, dnes jiz postihuje 15% veSkeré
populace. Uvadi se 60% vyskyt mezi 55. a 64. rokem a az 90% vyskyt v obdobi mezi 75. a
84. rokem. [5].

Piedevsim je treba zdtraznit, Ze narast pocétu piipada osteoartrdzy s jistotou mazeme spat-
fit v poruSe Zivotniho stylu charakterizované stalym psychickym stresem, nedostatkem
vhodného pohybu, nadvahou nebo dlouhodobym jednostrannym pietiZzenim pohybového
aparatu. A protoZe se v jinych souvislostech upozormuje, Ze pravé chybny Zivotni styl, nad-
vaha a nedostatek pohybu maji v zemich zapadni civilizace charakter epidemie, ukazuje nam

to, Ze osteoartrdza je, da se fici, piiznakem této epidemie [5].

V soucasné dobg stéle jeSté neexistuje metoda, kterd by byla schopna toto postiZzeni zcela
upln¢ vylécit. Je viak fada moznosti, jak osteoartrézu mazeme vyrazné zpomalit nebo ale-
sponi omezit jeji ndsledky a ulevit pacientovi od jeho potiZi. Proto je v dnesni dob¢ uz jen

zcela vyjime¢né davodem K trvalé invalidité nebo upouténi na vozik [7].

s

Osteoartroza je jedno z nejcastéjSich onemocnéni, které postihuje klouby. Je udavano paci-
enty jako ¢asta pricina bolesti pohybového aparatu, funkéniho omezeni pohybového aparéatu
a pracovni neschopnosti. Podle poslednich epidemiologickych studii postihuje klinicky ma-

nifestni osteoartroza az téméei 12% populace. [8]

Jedna se o proces degenerace hyalinni chrupavky. Hyalinni chrupavka je vaskularni elastic-
kou tkani, ktera se sklada z bunék. Tyto bunky nazyvame chondrocyty a matrix, ktera je
jimi produkovéna. Podstatou matrix jsou kolagenni fibrily. Onemocnéni postihuje zhruba
15% nasi populace. Také je bohuZel jednou z nejéastéjSich pri¢in pracovni neschopnosti a
vyznamné se podili na vySce ndkladt na zdravotni péci. Sled udalosti pti rozvoji artrozy

si Ize predstavit asi takto: biochemické zmeény v chrupavce - anatomické zmény — symptomy
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- zmeény funkce. Hlavni biochemickou zmeénou je Ubytek proteoglykanta (makromolekularni
struktury, v nichZ se na bilkovinny retézec napojuji fetézce opakujicich se disacharidovych
jednotek, nazyvanych glykosaminoglykany), zména jejich sloZeni a snazsi extraktibilita.
Chondrocyty dale nesyntetizuji kolagen II., ale typ 1., s mén¢ vyhodnymi mechanickymi
vlastnostmi. K anatomickym zménam dochazi tak, Ze nasledkem biochemickych zmén se
chrupavka stavd mén¢ odolnou vaci naroktim na ni kladenym. Ztraci lesk, mékne, na po-
vrchu se objevuji fisury. Postupné dochazi k jeji ztraté, na coZ subchondralni kost reaguje
postupnou sklerotizaci a vznikem cyst. Organismus se tomu brani procesem remodelace na

kloubnich okrajich, tvorbou tzv. osteofyti. [9]

Pacienti trpici osteoartrozou jsou typickymi spottebiteli dopliku stravy kloubni vyZivy. Lze
jim doporugit viechny preparaty uvadéné v nésledujici ¢asti (dopliky stravy), piedevsim
kombinaci kolagenu s glukosaminem a chondroitinem a metylsulfonylmetanem (MSM),
s podporou uzivani kyseliny askorbové. Na nasledujicim obrazku je porovnan zdravy kloub,

s kloubem napadenym osteoartrézou.
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Obréazek 2: Schematické srovnani zdravého kolenniho kloubu a kloubu postizeného

e
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b | A
Zdravy kolenni kloub (articulatio genus) Kloub postiZey gonartrézou, s
wiskytem osteophytii

zdrej: SCIENCE PHOTO LIBRARY
http://www.sciencephoto.com
upraveno
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2.3 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je chronické, systémové, zanétlivé onemocnéni pojivoveé tkang,
postihujici synovialni membranu s naslednym rozvojem zanétu kloubu a mimokloubnimi
ptiznaky. Ptresnd pri¢ina onemocnéni neni dodnes znama. Vznik autoimunitniho onemocnéni
jako revmatoidni artritidy zavisi na interakci mezi genetickym podkladem a fadou environ-
mentalnich faktord. Genetickymi faktory je nemoc podloZena maximaln¢ z 50 %. Studie
zabyvajici se environmentalnimi faktory dalezitymi pro vznik RA identifikovaly ¢etné kandi-

daty. Tyto zahrnovaly kouieni a mnoZstvi infek¢nich chorob.[10]

DalSimi rizikovymi faktory RA jsou pohlavi, vék a dale pak obezita.

Pohlavi je hlavnim rizikovym faktorem. V populaci je postiZzeno vice Zen nez muzu.

Uvadi se, Ze aZ 75 % pacienti jsou Zeny. Zena v priibéhu Zivota prodélava velké hormonalni
zmeény, béhem nichz se meni predevsim intenzita onemocnéni. Vice nez 70 % nemocnych
Zen s RA ma v prabéhu téhotenstvi vyznamnou remisi svého onemocnéni. O to horsi relaps
choroby se objevuje u vice nez 80 % Zen v dobé& 3 mésicti po porodu, resp. po Sestinedéli.
[11]

Prubéh nemoci je variabilni, trvale progresivni je zaznamenan u pfiblizné deseti procent pii-
padt, kdy Klouby nemocnych maji vyraznou tendenci k destrukci. Existuje také monocyk-
licky pribeh, ktery ma relativné dobrou progndzu a jeho remise se omezuji na dobu jednoho

roku. NejcastéjSim a nejzavaznéjSim je ovsem typ polycyklicky. Celkové onemocnéni zkra-

cuje Zivot postiZzeného aZ o deset let; [12].

V lé¢bé dominuje farmakologicky postup, ktery vyuZiva predevsim antirevmatik, chorobu
modifikujicich lekd, glukokortikoidy a biologické Iéky, které vyrazné zvysuji kvalitu Zivota.
Neméné duleZita je ovSem také lécba nefarmakologickd, kdy je postizeny o své chorobé
poucen, je mu upraven rezim a je nastolena fyzikalni Iécba fyzio- a ergoterapeuta, jejimz

cilem je maximalizace uchovani funkéni schopnosti a rozsahu. Také chirurgicka lécba vy-
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razné zlepSuje stav pti tomto onemocnéni. Pouzivani kloubni vyzivy je zatim sice méné béz-

né, ale je odavodnéné. Plati obdobné zasady jako v pFipadé osteoartrdzy; [12]; [3].

V nésledujicim obrazku je predstaven kloub napadeny revmatoidni artritidou.

Obréazek 3: Kloub postizeny revmatoidni artritidou

Zdroj: Ceska revmatologické spoleénost
http://attra.registry.cz
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2.4 Vyziva pii kloubnich onemocnénich

Spravna vyziva hraje pii téchto onemocnénich nemalou roli, nebot' diky ni dochazi
ke zpomalovéni artrotickych procest. Tato vyZiva neni nikterak zasadné odlisnd od vseo-
becné platnych doporuceni pro ,,zdravou“ vyZivu. Zakladem kaZzdé stravy musi byt ptijem
energie odpovidajici jejimu vydeji. Pti nedostatku energie dochazi k poruSe metabolismu
kloubu (zména pii tvorbé kloubniho mazu) a atrofii svalstva, diky niz dojde k nedostatec¢né

funkci kloubu.

MnoZstvi potiebné energie na den zavisi na genetickych dispozicich, velikosti téla (zejména
jeho tukuprosté télesné hmoty), rastovych nérocich a fyzické aktivité. Pohybuje se
v rozmezi mezi 6,7 MJ (Zeny, starsi lidé bez fyzické aktivity) a 11,8 MJ (dospivajici chlapci

a fyzicky aktivni muzi).[21]

2.4.1 Bilkoviny

Prijem bilkovin je nezbytnym zdrojem dusiku, siry a esencidlnich aminokyselin, které si or-
ganismus neumi sam vytvofit (valin, leucin, isoleucin, lysin, fenylalanin, histidin-déti, methi-
onin, threonin, tryptofan). Déle bilkoviny obsahuji i tzv. podminéné esenciélni aminokyseli-
ny, jez jsou esencialnimi jen za urcitych okolnosti, napt. za patologickych stava, pti nezra-
losti enzymatickych systému (arginin, cystein, glutamova kyselina, glutamin, tyrosin a tau-
rin). Z aminokyseliny methioninu a adenosintrifosfatu (ATP) za pomoci transferazy vznika
S-adenosylmethionin (SAM), dulezity pro syntézu bilkovin, schopnost methylovat ruzné
latky (kreatin, adrenalin) a nezbytny v Siroké Skale metabolickych dé&ji. Po odStépeni methy-
lu vznika postupné S-adenosylhomocystein, z n¢j hydrolyzou adenosin a homocystein (rizi-
kovy faktor aterosklerdzy, aktivuje hemokoagulaci) a dalSimi reakcemi vznika cystein a

homoserin, ktefi produkuji intracelularni antioxidanty. SAM byl zkouman pro moznou roli v
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zabranéni zanétu kloubu a vzniku depresi. Mechanismy nejsou zatim zcela znamy, ale védci
soudi, Ze SAM stimuluje produkci proteoglykant v chrupavce. Teorii antidepresivniho pi-

sobeni vysvétluji zvySenim syntézy serotoninu, dopaminu a norepinefrinu.[3]

Ve vztahu k onemocnéni pohybového aparatu je vhodné se v této kapitole zminit o Zelating.
Zelatina je pojivova bilkovina, smés peptidii s vysokym zastoupenim hydroxyprolinu, hyd-
roxylyzinu a argininu. Tyto aminokyseliny (AA) spole¢né s L-cystinem a AA obsahujici siru
jsou duleZitou ¢asti vychoziho materidlu pro tvorbu kolagenu v chrupavce. Piedpoklada se,
Ze vyvazenym piisunem téchto AA lze Gg¢inng ¢elit odbourdvani chrupavky. | klinické studie
tento fakt potvrdily. Dlouhodoby ptivod Zelatiny muZe zlepSit stabilitu a mechanické zatize-

ni struktur bohatych na bilkovinu.

Preparaty Zelatiny se ziskavaji kyselou ¢i alkalickou hydrolyzou ZivociSnych kolagennich
latek, ale nejucinngji je hydrolyzét ziskany biochemickym postupem s vyuZitim enzymi.
Tato forma je nejlépe zpracovana travicim Ustrojim a resorbovana (napt. Geladrink). Ko-
lagen vyskytujici se v potravinach se nijak podstatné nelisi od kolagenu, ktery je obsaZen
ve farmaceutickych preparatech a draze prodavan jako podpurny Iék pii onemocnéni pohy-
bového aparatu. V potravinach je kolagen v masnych vyrobcich s podilem vepiovych kiZi a
chrupavek (levné uzeniny, huspeniny, tlacenky), lahtadkarskych vyrobcich (Sunka v aspiku),
ale také cukraiskych produktech (zakusky se Zelatinou, Zelatinové bonbony). Je viak dilezi-
té mit na paméti, Ze mnoho z téchto potravin ma vysoky obsah energie (tuky, jednoduché

sacharidy).[20]

2.4.2 Tuky

Tuky (lipidy) jsou stejné jako ostatni makronutrienty nezbytnou sloZkou stravy a jejich vy-

znam spociva hlavné v tom, Ze jsou : - koncentrovanym zdrojem energie

- nezbytné pro funkci bunéénych membran

- rozpoustedla pro vitaminy (A, D, E, K)
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- dulezitym izolatorem

Hlavni soucésti lipida jsou triacylglyceroly (TAG), jejich travenim a hydrolyzou se uvoliuji
volné mastné kyseliny, které jsou vyuzivany bunikami jako zdroj energie. Mastné kyseliny se

odlisuji podle piitomnosti a poctu dvojnych vazeb mezi atomy uhliku.[21]

e nasycené-SMK (bez dvojné vazby, saturované)- vyskyt v Zivo¢isném tuku, zvySuji hladiny

LDL cholesterolu, coz méa negativni vliv na zdravi.

e monoenové-MMK (nenasycené, jedna dvojna vazba)- vyskytuji se v olivovém a trepko-

vém oleji, avokadu a otechach, snizuji LDL cholesterol.

e polyenové-PMK (nenasycené, >jedna dvojna vazba,)- zde jsou dvé vyznamné fady, n-3
(linolenovd) a n-6 (linolova a arachidonovd). Pomér polynenasycenych mastnych kyselin
(PMK) mé vliv na produkci eikosanoida (prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny), které
ovlivawji zanétlive odpovedi, destickové funkce a vazomotoriku cévni stény. Prostaglandiny
odvozené z fady n-3 maji vazodilata¢ni, antiagregacni a antipermeabilni ucinky, na rozdil od
nekterych eikosanoidi vzniklych z fady n-6, kde napt. tromboxan A2 vykazuje silny U¢inek
proagregacni, vazokonstrikeni a zvySuje permeabilitu kapilar. Doporuceny pomér n-6:n-3 ve
stravé je 4-6:1. Mastné kyseliny fady n-3 se nejéastéji vyskytuji v rybim tuku a ofechéch, n-
6 fada je obsaZena v rostlinnych olejich a semenech. Kyselina linolova a a-linolenova jsou
pro ¢loveéka esencialni a pii jejich nedostatecném piijmu v potravé dochazi ke zmeénam ve

sloZeni lipidd v mnoha tkanich, zvlasté v bunéénych membranéch a k ovlivnéni jejich funkci.

Pravdépodobné muze dojit i k poruSe ristu a reprodukce, degeneraci a zhorSeni funkci

mnoha dalSich organt.

Vzhledem k vySe zminénym faktim je doporu¢ovano Inéné seminko jako mozny pomocny
doplnek pii Ié¢bé revmatoidni artritidy. Obsahuje totiz 35 % tuku a z toho vice neZ polovina
je kyselina alfa-linolenova [1], ze které vznika eikosapentaenova kyselina (EPA) a dokosa-

.....

proti tvorb¢ tromboxanu A2, leukotrienu B4, prostaglandinu E2, interleukinu 1, tumor
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nekrotizujicimu faktoru atd., a zvySujici tvorbu ochrannych faktori jako prostacyklinu 3,

leukotrienu B5, interleukinu 2 a dale napt. HDL cholesterolu).[14]

DalSim zdrojem kyseliny alfa-linolenové jsou napt. vlasské otechy. P¥imym zdrojem EPA a
DHA je rybi olej, dokonce rizné studie demonstrovaly vyhody olivového oleje u zanétlivych

a autoimunitnich chorob, jako je napi. revmatické artritida.

2.4.3 Vitaminy

- vitaminy rozpustné ve vodé¢ - do této skupiny fadime komplex vitamini B
(thiamin- B1, riboflavin- B2, pyridoxin- B6, kobalamin- B12, niacin), biotin, kyselinu panto-

thenovou a listovou a vitamin C.

- vitaminy rozpustné v tucich - mezi lipofilni (liposolubilni) vitaminy patfi vi-

tamin A (a provitamin A beta-karoten), vitamin D, E a K.

Skupina s revmatoidni artritidou vykazovala vyrazné sniZzeni ranni ztuhlosti, zlepSeni pro-
blému pii pohybu a sniZeni bolesti pti uzivani kyseliny pantothenové. N¢které studie proka-

r~r

zaly pfi zvySeném uZzivani vitaminu C sniZeni revmatickych obtizi.[22]

Byl prokédzan pozitivni G¢inek vitaminu D na revmatické onemocnéni pti davce téméi 25
pg/den. Zdrojem jsou zejména moiské ryby jako sardinka, sled’, makrela, losos, a dale ma-
so, jatra, mléko a maslo. Ve studii, zkoumajici vztah vitaminu E a revmatického zanétu, byl
zjistén analgeticky ucinek, ktery byl vysvétlen interakci alfa-tokoferolu a oxidu dusnaté-
ho.[22]
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2.4.4 Mineralni latky a stopové prvky

Mineralni latky a stopové prvky jsou pro lidsky organizmus velmi duleZité, i kdyz jich po-
tiebujeme denné jen velice mélo (fddoveé miligramy ¢i mikrogramy). Jsou nepostradatelné,
protoZe ovliviuji dalezité biochemické pochody v téle, podileji se na vystavbé télesnych
tkani, podminuji staly osmoticky tlak v télesnych tekutindch, reguluji, aktivuji a kontroluji
metabolické pochody a jsou dulezité i pro vedeni nervovych vzrucht. Uplatnuji se jako ak-
tivatory nebo souc¢asti hormona a enzymti. Mnohé minerdlni latky hraji dalezitou ulohu
v prevenci civiliza¢nich onemocnéni. Organismus si je nedovede sdm vytvofit a musi je do-
stat spolu s potravou a vodou. Minerdlni latky a stopové prvky se rozdéluji podle denni
potieby na mikroelementy (denni potieba nad 100 mg), mikroelementy (potieba do 100 mg)

a stopové prvky (potieba v fadu pg).[21]
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2.5 Moznosti Ié¢by kloubnich onemocnéni

Vzhledem k mnozZstvi druhd nemoci, existuje mnozstvi lécebnych postupt. Kazdy z nich
viak obsahuje minimainé dvé slozky — farmakologickou Iécbu a 1écbu bez vyuZiti leka.
U vSech onemocnéni Ize také doporugcit uzivani potravinovych dopliku, které chrupavku a
jeji okoli vyZivuje a regeneruje. V mnohych ptipadech nastupuje také alternativni l1écba, kte-

r4 je zaloZena na psychickém stavu postizeného a celkovou Iécbu dopliuje.

2.5.1 Chirurgicka lé¢ba

v v,

V pripadé velmi pokrocilé nemoci, kdy je bolestivost na nejvysSich stupnich Skaly (napt.
VAS) a prokazatelné destrukci kloubu, jsou do kloubu chirurgicky zavadény napiiklad
chrupavcité cepy, popiipadé dochazi k nahradé poSkozeného kloubu endoprotézou. Tato
lécba je vZdy posledni moZnosti a je praktikovana, pouze kdyZ selzou ptredchozi metody.
Potravinové dopliky maji i v tomto piipadé nezastupitelnou roli, nebot’ podporuji regenera-

ci poSkozenych tkani; [5], [23].

2.5.2 Lazné

Lazenska lécba je vhodna pro ty pacienty, u kterych neni nemoc prili§ aktivni. Pi teplych
procedurach muze dojit k oZiveni nemoci. O rozhodnuti Iécby zodpovida Iékat, ten také
podepisuje rozhodnuti o vhodnosti lazenské léchby. Pacient vétSinou absolvuje pobyt v délce
mésic aZz dva mesice. Lazné UpIné nemoc nevyléci, ale ve vétsing piipada pacientim pomo-
hou. Prospédnéjsi je rozdéleni 1écby na cely den. Pfi vzniku akutnich problému byva k dis-

pozici odborna lékarska pomoc; [7].
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2.5.3 Alternativni lé¢ba

Alternativni lé¢ba se jen velmi ztidka indikuje samostatné, ma vSak podpuarny efekt pii l1é¢bé
celkové. Jedna se napiiklad o psychoterapii, ktera ma ovsem G¢inky pouze u postizenych,
ktefi se s ni ztotoZnuji, vyuZivajici zejmeéna autosugesci a relaxacni techniky. RozSitenou

m

podporou alopatické 1é¢by je takeé vira, biblicky vyrok "V¢t a vira tva té uzdravi* hledé opo-
ru v psychice, vite, ¢i pozitivnim mysleni, je tedy mozné ji oznacit za urcity druh psychote-
rapie. Znama je také klimatoterapie, kterd pasobi pozitivné naptiklad u postiZzenych psoria-
tickou artritidou. Popiipadé tepelnd lécba teplo/chlad, kterd pasobi zejména proti bolesti.

Existuje také homeopaticky pristup k 1é¢bé; [19].

2.5.4 Lé¢ba kmenovymi buiikami

Lécba kmenovymi buiikami je nova technologie, kterou se daji 1é¢it poSkozené chrupavky a
Kloubni artrézy. Tato lé¢ba pochazi z USA. Metoda se provadi i ambulantné, vétsinou je
nenaro¢na a mazou ji vyuZzivat i starSi pacienti. Postup Iécby bunikami je zaloZen na odebrani
50 ml viastni tukoveé tkan¢ v lokalni anestezii. V 1 ml se nachazi az 500 000 kmenovych
bungk, to je mnohem vic neZz v kostni dieni. Z tohoto lipoaspirdtu se unikatnim postupem
izoluji bunky stromalni vaskularni frakce (SVF) obsahujici mesenchymalni kmenové bunky.
Buriky jsou poté aplikovany do okoli postizeného mista, kde dochazi k regeneraci postize-
ného mista. Lécba SVF neni Z&dna novinka a ma dlouholetou a UspéSnou praxi vSude ve

svete; [24].
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Obrézek 4: Kmenova busiika

2.5.5 Fyzioterapie

U naprosté vétSiny onemocnéni pohybové soustavy je vhodna fyzioterapeuticka lé¢ba. Mezi
doporucované cviky patti zejména ty, které posiluji kosterni svalstvo a dopomahaji pruznos-
ti kloubnich vazt. Duraz je vZdy kladen na maximalizaci zachovani funkce kloubu a rozsahu
jeho pohybu. DulezZita je také Uprava Zivotospravy, ktera se ¢asto vaze na Upravu hmotnosti
postizeného, nebot’ jak bylo vySe uvedeno, nadvéha nadmérné zatéZuje klouby a je tedy
prekazkou efektivni lécby. Casto je nutné také omezeni aktivity at’ uz na dobu nezbytné
nutnou, nebo trvale. Nadmérna aktivita (zejména v piipadé profesionélnich sportovcut) rych-
le opotiebovava klouby. Vhodneé je také vzdélavani postizeného a v pripadé psychickych

bloku (napiiklad z dtvodi deformit) take psychologickd pomoc; [19]; [12].
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2.5.6 Léc¢ba farmaky

Z duvodu casté bolestivosti nemoci, a to jak v klidovém stavu (napi. revma), tak pii pohybu
(napt. artr6za) ¢i prenesené bolesti na okolni tkdné (napt. psoriatickd artritida) jsou postiZe-
nym podavana analgetika. V zavislosti na povaze onemocnéni jsou podavany napft. nestero-
idni antirevmatika. V ptipadé akutniho stavu je mozna intraartikularni aplikace glukokorti-
koidi. Pii osteoartroze je lécha casto podpoiena leky skupiny SYSADOA (symptomatic
slow acting drugs of osteoarthritis), (vzorce chondroitin sulfatu, glukosamin sulfatu jsou
spole¢né s dalSimi vybranymi vzorci uvedeny jako priloha ¢. I. teto diplomové préce), kterée

obnovuji metabolickou rovnovahu v chondrocytech, sniZuji bolestivost onemocnéni a jsou

-----
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2.6 Dopliiky vyZivy

U doplnku vyZivy je i pres velky zajem védct stale mnoho otaznika a nejistot. Obecné se
vyse uvedeného pasobeni patii Zelatina, EPA a DHA (Inéné seminko, rybi tuk), GLA (pu-
palka dvouletd, olej brutnaku Iékaiského a olej ¢erného rybizu), glukosamin, chondroitin a
MSM. Vétsinou se jedna o kombinaci vice ucinnych sloZek, ktera jesté doplnéna o vapnik,
fosfor, hoi¢ik, bor, selen, mangan, vitamin C, vitamin E a biotin. Tato kapitola podrobné
pojedndva pouze o glukosaminu, chondroitinu a MSM, nebot’ ty jsou hlavnimi sloZkami

dopliikt vyZivy pii terapii onemocnéni pohybového aparatu.

2.6.1 Glukosamin

Glukosamin je aminocukr (aldosamin) syntetizovany z glukdzy a glutaminu. V téle stimuluje
tvorbu glycosaminoglykant a proteoglykant, dvou stavebnich prvka chrupavky. Vyskytuje
se ve form¢ stabilnich soli (siranu a chloridu) ¢i jako N-acetylglucosamin. Nej¢astéji dostup-
nou formou je glucosamin sulfat, ktery se ziskava z koryst a mékkyst a doplnék je bez ved-
lejSich Gcinkt a kontraindikaci. Vyrobci doporucuji nejéastéji uzivani 1500 mg glucosaminu
denné. Doplnky glukosaminu ziskaly popularitu jako alternativa k terapii nesteroidnimi anti-
revmatiky a diky moznym chondroprotektivnim G¢inkam. Prodejci tvrdi, Ze glukosamin
zmirniuje bolest kloubd, podporuje tvorbu kloubni chrupavky a kloubniho mazu. Tento fakt

byl potvrzen nékolika studiemi, ale ke zlepSeni doslo spiSe u pacient s mirnymi projevy.

2.6.2 Chondroitin sulfat

Chondroitin sulfat je glycosaminoglykan spojujici bunky v Zivogisnych tkanich. Je slozen
z glucuronoveé kyseliny a N-acetylgalactosaminu. Jeho vyznam je pfti stavbé a regulaci tkani.
Existuje nékolik druhit oznacenych pismeny A-E, pro ucely této prace je dulezité zminit: A
(chondroitin-4-sulfat), ktery se nachazi hlavné v pojivovych a epitelovych tkanich (tvoii az

40 % chrupavek, dale kosti a pokozku).
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C (chondroitin-6-sulfat) je také v pokoZce, Slachach a chrupavkach.

Chondroitin jako doplnek se vyrédbi z chrupavek krav, vepit, Zralokt a ptéku, nebot’ chon-
droitin neni jednotnou substanci, jeho slozZeni je v kazdém dopliku jiné. BohuZel doposud
nejsou Zadné zévazné normy pro sloZeni a spravné oznaceni tohoto dopliku. Dle analyz
téiceti dvou doplnku bylo pouze pét oznacenych spravné a vice nez polovina obsahovala

meéné nez 40% udavaného mnozstvi. [24]

Chondroitin se nej¢astéji v doplncich vyskytuje s glucosaminem (studie viz. glucosamin).

Ackoliv diky popularité vznikly test [25] efektu chondroitinu a glukosaminu na onemocnéni
kloubd neprokézal statisticky vyznamny efekt pii uZivani doplika po dobu 6 mésicu (zlep-
Seni jen v podskupiné s velkou bolesti) studie na zvifatech ukazaly vyznamné zlep3eni sle-

dovanych parametru. [13]

2.6.3 Methylsulfonylmethan

MSM (methylsulfonylmethan) je piirozené se vyskytujici sirnou slouc¢eninou odvozenou od
dimetylsulfoxidu (DMSO). Objevitelem je Stanley Jacobs z univerzity v Oregonu. DMSO se
pouZiva jako mast pii artritidé ¢i v kapkach pti zanétu mocovych cest. Nekolik klinickych
pokusu z let 1960-1970 ohlasilo analgeticky G¢inek DMSO pii oralnim uZivani u zanéta
kloubu, revmatismu a dné. Nevyhodou uzivani DMSO preparatu byl zapach a ¢esnekova
chut’ v Ustech, coZz u MSM, jakoZzto metabolizovaného produktu odpada. Z potravnich
zdroja se MSM dle studie dokumentujici jeho p¥itomnost vyskytuje v mléce, rybach, chies-
tu, vojtésce, tepé, zeli, obili, cizrng, rajcatech, jablk&ch, malinich, pivé a ¢aji. Vyrobci do-
plikt doporucuji ptijem 500mg az 8000mg denné formou kapsli ¢i tobolek, nejlépe

v kombinaci s glucosaminem. [26]
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2.6.4 Kolagenni peptidy

Kolagenni peptidy jsou hlavni G¢innou slozkou dopliiki stravy, je mozné je oznacit za sta-
vebni kameny kolagenu. Obsahuji vysoké davky glycinu a prolinu, hydroxyprolinu a hydro-
xylyzinu, jeZ jsou nezbytné pro vystavéni pevné struktury kolagennich vldken. Kolagenni
peptidy zvySuji tvorbu kolagenu a podporuji tvorbu chrupavéitych i okolnich tkani kloubu a
urychluji tak regeneraéni proces. BliZze jsou kolagenni peptidy predstaveny v nasledujici ka-

pitole.
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3 KOLAGEN

Kolagen je zodpoveédny za pruznost a pevnost chrupavky. V piedchozi kapitole bylo po-
psano, co zpusobuje jeho nedostatek a jak je mozné jeho absenci lécit, a kterymi latkami
potravinovych dopliiki je vhodné jeho tvorbu a jeho regeneraci podpofit. Tato kapitola se

bude zabyvat vlastnostmi kolagenu, strukturou a jeho typy.

3.1 Zakladni fakta

Kolagen je nejcastéji se vyskytujici ZivociSna bilkovina, ktera je nezbytnou soucasti vSech
pojivovych nebo podpirnych tkani. Zndme celkem 27 typu kolagenu, v lidskych tkanich jich
bylo nalezeno 11 typu a reSerSe déle pokracuje, nebot’ kolagen je vyznamnou sloZkou vniti-
niho podpurného mechanismu kosti, chrupavek, Slach, vaziva, kiZe, rohovky a dalSich tél-
nich organt. Také se podili na starnuti organismu. Nejhojnéji zastoupené typy kolagenu
jsou I-V, které jsou také nejvice prozkoumany. Tato prace se jimi bude zabyvat

v nasledujici kapitole. Nyni predstavuji vlastnosti kolagenu.

3.2 Vlastnosti kolagenu

v 7y

Kolagen je rozsiten v celé fiSe Zivych organismu s vyjimkou jednobunécnych a patii mezi
technicky nejdilezitéjsi viaknité bilkoviny. Je hlavni sloZzkou pojivovych tkéni, kterym zajis-
tuje spravnou funkci, zejména v souvislosti s jejich mechanickymi vlastnostmi. Kolagen
predstavuje aZz 30% vSech bilkovin v téle. Je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou
témet neomezené. Proto se hledaji nové moznosti jeho zpracovani a vyuZiti. Pro praci s nim
je v8ak nezbytné znat jeho vlastnosti, a tedy v této ¢asti diplomoveé préce jsou popsany jeho

zakladni charakteristiky. [14]

3.2.1 Fyzikélné- chemické vlastnosti

Podobné jako jiné bilkoviny, ma kolagen polyelektrolyticky charakter, coZ znamend, Ze se
naboj molekuly kolagenu meni v zavislosti na zméné pH. Nékteré ze skupin jeho postran-

nich fetézca ionizuji v zasaditém a nékteré v kyselém prostiedi. V siln¢ z&sadité oblasti je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

naboj molekuly zéporny, v siln¢ kyselé je kladny. Izoelektricky bod nachazime pii pH 7. Je
to hodnota pH pii které je pocet protonu piipojeny ke skupiné -NH2 roven mnozstvi proto-
nu odtrzenych od skupiny -COOH; [22].

Dalsi udavanou vlastnosti je stabilita kolagenu v hydrotermalnim prostiedi. Kolagenni vIak-
na se ve vodném prostiedi zkracuji pfiblizné o jednu tietinu. Davodem tohoto smrsténi je
Stépeni v intra- a intermolekularnich vazbach. Vazby tohoto typu udrzuji spirdlni stavbu v
kolagenovém vlakné. Zkraceni zpasobuje Stépeni vodikovych vazeb, zpusobené izotropnimi

¢inidly. Teplota nezbytna pro tuto reakci se u savca pohybuje od 60°C do 65°C; [22].

Pii zahtivani ve vodnim prostiedi z kolagenu vznika kolagenni Zelatina. Pii teploté 90 °C
jsou preruseny vazby mezi polypeptidovymi fetézci a kolagen pak vytvoii Zelatinovy sol —
pti ochlazeni pak znovu vznika organizovana struktura, ovsem s moznymi modifikacemi.
Dlouhodobym pisobenim teploty dochazi k ¢astecné hydrolyze kolagenu — tedy ke zméné
jeho priméarni struktury, ¢ili denaturaci. Pii zpétném ochlazeni Zelatiny vznika opét kolagen s

vice, ¢i mén¢ organizovanou strukturou. Tento proces je nazyvan renaturaci; [8].

Kolageny jsou piiblizné z 20% tvoieny vodou. Ta je nezbytna proto, aby byly udrZzeny fyzi-
kalni vlastnosti kolagenu. Ve stoprocentné hydratovaném stavu se uvoliuji pohybova ome-
zeni peptidovych tetézci. Proto, obsahuji kolageny dva druhy hydrofilnich center, které tuto
hydrataci zajiStuji. Prvnim z nich jsou peptidické vazby kysliku a dusiku, druhym jsou po-

larni skupiny v fetézcich nékterych aminokyselin; [8].

Kolagen se z fyzikaln¢-chemického pohledu fadi mezi gely. Koloidni soustavy, u nichz je
nejduleZitéjSi vlastnosti bobtnani. Pti ponoteni do vodného prostiedi kolagenni vidkna ome-
zeng bobtnaji. Prvni pticinou je hydratace hydrofilnich center (popsanych vyse), jedna se o
tzv. hydrata¢ni vodu, kterd je odstranitelnd pouze suSenim. Druhou pfic¢inou je bobtnaci
voda, tu Ize odstranit mechanicky. Slouceniny, odpovédné za toto bobtnani, mohou mit
schopnost Stépit vodikové vazby, popiipadé rozpoustét kolagen (pti vysoké teploté ve vod-

ném prostiedi); [7].
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3.3 Struktura

Struktura kolagenu je namétem pro ¢etné vyzkumy. Od osmdesatych let jsou u Zivogicha
objevovany stale nové kolagenni struktury. Néasledujici fadky jsou pribliZzenim stavajicich
poznatka v této oblasti. V Gvahu jsou ¢étyfi struktury -primarni, sekundarni, terciarni a kvar-
térni. Pro popis struktury je pouZit kolagen prvniho typu (typ 1) a to z dtivodu omezeného
rozsahu prace a odliSnosti struktur jednotlivych peptidovych fetézct. Nicméné struktury
dalSich typa kolagenu jsou namétem pro budouci vyzkumy a to sice predevsim prakticke,

nebot’ jejich teorie jiz byla popsana; [14].

Primarni struktura popisuje sekvenci aminokyselin v peptidovém tetézci, popisuje charak-
ter peptidovych vazeb a znazornuje polohu, pocet a charakter vedlejSich vazeb. Charakteris-
tickou kyselinou kolagenu je hydroxyprolin, vznikajici modifikaci prolinu za G¢asti kyseliny
askorbové, ktery se ve vétSim mnoZstvi nachazi prakticky pouze v této bilkoving.[27] Obsa-
huje také samotny prolin, ktery spolu s hydroxyprolinem podminuje jeho sterickou rigiditu a
odliSnou orientaci polypeptidickych fetézct neZ je tomu v piipadech bilkovin obsahujicich
men3i mnozstvi cyklickych aminokyselin. Kolagen obsahuje také zna¢né mnoZstvi glycinu
(330 mol/1000mol aminokyselin), ktery tvoti pomérné pravidelng, kazdou treti aminokyse-
linu v sekvenci fetézcu. Toto rozloZeni umoZnuje spojeni fetézca do trojité Sroubovice, po-
psané nize, v rdmci sekundarni struktury kolagenu. DuleZitou latkou v kolagenu je také hyd-
roxilyzin, ktery je vyznamny predevsim diky své vazanosti na cukerné slozky. Charakteris-
ticka je také pritomnost tyrozinu, nahromadéného v telopeptidech (terminalnich peptidech).
V pomérné malém mnozZstvi jsou zastoupeny leucin a izoleucin, metionin a cystein. Cystein

v v

predevsim pii bromkyanovém Stépeni pii studiu primarni struktury kolagenu; [27].

Diky studiu primarni struktury kolagenu bylo zjisténo, Ze jsou v ném prostiidany polarni a
apolarni oblasti, pticemZ polarni oblasti je mozné rozdglit na obsahujici bazické a kyselé
aminokyseliny. V apolarnich ¢astech se pravidelné stiidaji sekvence Gly-Pro-R.4 Jeden teté-
zec tvofi priblizné 1000 aminokyselin, cela molekula mé potom ptiblizn¢ trojnasobny ami-

nokyselinovy obsah; [28].
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Sekundarni struktura popisuje prostorové usporadani, jez je dano sekvenci aminokyselin
a fixovano jejich nevazebnymi interakcemi. Struktura kolagenu je jako u vétSiny proteina
aHelix pravoto¢iva. Na rigidnim usporadani polypeptidového retézce se podili intramoleku-
lové vodikoveé vazby Ca -N a Ca — CO, vychazejici z a uhlikového atomu; [27]. Z&kladem
sekundarni struktury kolagenu je levotocivd polypeptidovd Sroubovice se stoupanim
0,95nm, ktera je svinuta do pravotocivé struktury superhelixu. (viz obrazek ¢. X). Jednotli-
vé peptidy jsou od sebe vzdaleny 0,286 nm a celkova délka retézce je 290nm, coZ je charak-
teristicky rys pravé kolagenu, nebot’ jinde se vyskytuje pouze u proteina s podobnou sek-

venci aminokyselin; [28].

Pfi vyzkumu terciarni struktury kolagenu je pozornost zamétena na konformaci polypep-
tidového tetézce, tedy na jednotlivé prvky sekundarni struktury a jejich prostorové usporéa-
dani. Terciarni struktura je tvofena tiemi navzajem ovijejicimi se levotoc¢ivymi fetézci tvori-
cimi trojitou pravoto¢ivou Sroubovici o praméru 1,4 nm v délce 290 nm. Takto vznikly pro-
vazcovity Utvar se nazyva tropokolagen, ktery je zakladni stavebni jednotkou kolagenu.
Jeho soudrZnost je dana sousedicimi vodikovymi vazbami, které vznikaji, pouze kdyZ jsou

vechny tii fetézce v tésné blizkosti. Tuto blizkost zajist'uje pritomnost glycinu; [28].

Kvartérni struktura stanovuje kolagen jako fibralni bilkovinu, jeho struktura je tedy
vlaknita. Fibrily jsou dlouhé a pevné a vyskytuji se ve vSech pojivovych tkéanich. Jena mole-
kula meti priblizné 300nm. Jednotliva vlakna je mozné dale ¢lenit, a to az na mikrofibrily s

uspoiadanim C -konec a N- konec; [28].

3.4 Jednotlivé typy kolagenu

Struktura jednotlivych typt kolagenu se liSi sekvencemi aminokyselin v polypeptidovych
fetézcich. Tyto rozdily se odréZeji piedevsim ve stupni polymerizace a agregace molekul.
Ze sedmadvaceti doposud znamych typu kolagenu je v této praci piedstaveno 5 typi ko-
lagenu. Té&chto pét typu kolagenu se vyskytuje v lidském organismu a plni v ném nezastupi-

telné role.
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3.4.1 Kolagen typu I

Kolagen prvniho typu je v lidskych tkanich nejrozSirenéjsi. Piedstavuje priblizné 90 % vSech
kolagena v lidském téle. Sestava se z jednotlivych kolagennich vldken dlouhych 1-20 um,
které maji strukturu triple-helixu, ktery tvofi tii polypeptidické retézce obsahujici ve velké
mite aminokyseliny glycin, prolin, hydroxyprolin a hydroxylysin (blize popsano vyse).
Strukturalné obsahuje dva stejné fetézce aminokyselin znacené al a jeden retézec odlisny —
a2. Podle jeho rozpustnosti v raznych prostredich jej miZzeme délit na Neutral Salt Soluble
Collagen (NSC), ktery je rozpustny pouze v neutralnich solich, Acid Soluble Collagen
(ASC), rozpustny v kyselinach a Insoluble Collagen (ISC) ktery je z ¢asti rozpustny pfi
denaturaci a ¢asteéné nerozpustny[20]. Kolagen prvniho typu je pievazné piitomen v kos-
tech, Slachach, pokoZce a zubech. Tento typ kolagenu mé Sirokospektralni vyuZiti, a to
nejen v potravinaiské vyrobé (naptiklad pti vyrobé potravinovych doplikt vyZivujicich
kostni tké&n pfi lé¢bé osteopordzy) ale také ve vyrobé kosmetickych pripravka, kdy je obsa-
Zen v pripravcich proti starnuti pokoZky. Své misto mé také pii vyrobé chirurgickych niti. Je
také nosicem lé¢iv nebo stimulujicich latek, predevsim diky svym fyzickym vlastnostem —
pruznosti, vstrebatelnosti a nulové toxicité. Ve vyzkumu je pouzivan jako podklad pro pés-

tovani tkanovych struktur a je ¢asto vyuZivan pii vyrobé tkanovych ndhrad; [29].

Obrazek 5. Kolagenova vlakna typu |
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3.4.2 Kolagen typu Il

Na rozdil od kolagenu prvniho typu, obsahuje tento typ vice hydroxylysinu a postrannich
fetézch sacharidt. Je sloZen ze tii polypetidickych al fetézct a jeho vldkno je pak 67nm
dlouhé. Ze v3ech ostatnich typu kolagenu je nejhojnéji zastoupen v extracelularni matrix,
kde prispiva k podptrné funkci. Casto je vyuZivan ve tkanovém inzenyrstvi, zejména proto,
Ze slouZi jako ,,pletivo®, na kterém se uchycuji a spravné rozmist'uji chondrocyty. Stavi tedy
pro optimalni funkci chrupavky nezbytnou arkddovou strukturu. Je pievazné nerozpustny
(vyjimkou je kolagen Il embryi) a k jeho izolaci je pouZivano pepsidove Stépeni. Kolagen 11

se nachazi v chrupavkach, kde tvoii ptiblizné 50% celkového objemu, proto je spole¢né s

kolagenem typu | z hlediska vyuZitelnosti pro pohybovy aparat nejdalezitéjsi;[14]; [29].

3.4.3 Kolagen typu Il

Diive byl nazyvan také retikulin, zejména proto, Ze jeho fibrily, spojené ve vlakna tvoii reti-
kularni sité, ve kterych jsou vice ¢i mén¢ pravidelné usporadany. Retikularni sité jsou opo-
rou mekkych tkéni, proto tento typ kolagenu nalezneme piedevsim pravé v nich. Piikladem
mohou byt hladké svalové burnky ¢i nervova vladkna, obsazen je také ve sténach cév. Svou
stavbou je zna¢né podobny kolagenu I, aviak obsahuje vice proteoglykanti a glykoproteint.
OdliSuje jej zejména pritomnost disulfidickych mastka na konci -C s vysokym obsahem hyd-
roxyprolinu. Se starnutim organismu tohoto kolagenniho typu v tkéanich ubyva, proto jej

nalezneme piedevsim v mladych tkanich; [14]; [29].

3.4.4 Kolagen typu IV

Tento typ kolagenu netvofi ani fibrily, ani vlakna, je typem amorfnim. Stejn¢ jako piedchozi
typy je tvoren helikalnimi strukturami, k nimz jsou vSak piipojeny také oblasti nehelikalni,
které jeho strukturu narusuji. K jeho izolaci je vhodné pouZit proteolytického Stépeni pepsi-
nem. Je nazyvan kolagenem bazélnich membran. Retézce tohoto typu maji nasledujici podo-

by: dva stejné retézce al a jeden odlisny a2; [7].
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3.4.5 Kolagen typu V

Tento typ kolagenu se nachazi hlavn¢ v zevnich lamindch svalovych bunék, adipocyta a

gliovych bunék, tyto buniky najdeme v lidském téle. Je hodné ptibuzny typu V. [30].

3.4.6 Porovnéni kolagennich typua

Existuje mnoho systému, které ttidi kolageny do vice neZ deseti skupin, ale nejvice pievazné

na zéklade rozdilnych biochemickych parametru. [27].

Tabulka 1. Porovnani kolagennich typui

Typ Retézec Charakteristika Vyskyt

l. al(l), a2(l) Nejcastéjsi  vyskyt, | Kosti, Slachy, kuZe,
vysSi obsah 3- a 4- zubovina, vazivo,

déloha, cévy

Trimer ol (1) hydroxyprolinu a 5-
hydroxylysinumalo Nadorové utvary a
hydroxylysinu zanicena loZiska

1. al(ll) Casty vyskyt, relativ- | Chrupavky, sklivec
né bohaty na hydro- | oka
xylysin
a karbohydraty

1. al(lll) Bohaty na hydloxyly- | KiZe , cévy, déloha,

sin obsahujici meziie-
tézcové difulsidické

vazby

retikulin
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V. al(lV), a2(1V) Bohaty na hydroxyly- | Bazalni membrany
sin, obsahuje rozsahlé
globularni regiony
V. al(V), a2(V), a3(V) | Stejny jako 1V. Spojovaci tkang
VI. al(Vl), a2(V1), | mikrofibrily Spojovaci tkang
a3(VI)
VII. Dlouhé fetézce Zpevnujici fibrily
VIII. al(VIII) Sroubovice zatrazena | N&které endotelické
za sebou bunky
IX. al(lX), a2(1X), | Vedlejsi protein | chrupavky
a3(1X) chrupavek, nese gly-
kosaminoglykany
X. al(X) Kratkeé fetézce Hypertrofické chru-

pavky
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3.5 Metabolismus kolagenu a jeho vyuziti

Vystavba kolagenové struktury ma nekolik fazi, nékteré z nich nejsou pti biosyntéze obvyk-
Ié, coZ je dano strukturou molekuly kolagenu. Je moZné pozorovat ¢tyii faze: syntéza,
agregace, polymerace, maturace. Nasleduje odbouravani, jako piirozeny vyvoj maturace.
Jednotlivé faze jsou piedstaveny nize. Abychom splinili jeho cil prace a objasnili, pro¢ je
kolagen pouZzivan pfi l1é¢bé kloubnich onemocnéni, nasleduje také popis vyuZzité metabolis-

mu.

3.5.1 Syntéza

Prvni fazi je syntéza, pii niz je predpokladano, Ze polypeptidicky tetézec fibrilarnich protei-
nu vznika podobné jako u globuldrnich. Tento predpoklad je zatiZzen vysokou vahou fetézce
(ziskanou diky mnoZstvi postrannich fetézca a aminokyselin). Na syntéze se podili nékolik
ribozoma, kdy na jejich povrchu vznikd peptidicky fetézec s vysokym obsahem prolinu.
Pied uvolnénim polypeptidického tetézce je na z&klad¢é poradi okolnich aminokyselin hyd-
roxylovan lyzin a prolin. Prabéh hydroxylace nezavisi na prostorovém uspoifadani a-fetézci,
jak prokézal Katchalski v roce 1967, a jeji porucha se projevuje snizenou stabilizaci ko-

lagenni struktury [14].

Obrazek 6. Syntéza kolagenu

1. Alpha chain 2. Procollagen 3. Tropocollagen
T TS~ e ~ T —
— P~ aa,-m\hxxf o 4 TR—

4. Packlng of Tropocollagen molecules into FIBRILS
- s\\'-‘-w\p..\" _TE T
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3.5.2 Agregace

Tuto fazi je mozné nazyvat také fibrilogeneze, nebot’ agregaci tropokolagenovych jednotek
vznikaji jednotliva vlakna. Zrychleni této agregace zpusobuji zejména chondroitin sulfaty a
keratansulfat. Zpomaleni je naopak zpusobeno nizkou koncentraci deoxyribonukleové kyse-
liny, heparinu a také zvySovanim iontové sily. Pro tvorbu fibril je duleZité také pH - v izoe-
lektrické oblasti (pH- 4,6) vznikaji velmi rychle, ale jejich struktura je nedokonala. Pti pH
6,5-9,0 dochazi k agregaci pomaleji, aviak struktura fibril je jiz dobie usporadana. Dalsi
slozkou podilejici se na fibrilogenezi jsou nekolagenni bilkoviny obsaZzené ve vazivech,

zejména pak al-glykoprotein [14].

3.5.3 Polymerace

v

Kolagenni fibrily jsou pomoci pticinnych vazeb spojeny do vyssich celkt, coZ ma velmi da-
lezity vliv zejména na mechanické vlastnosti této bilkoviny, ale také na vlastnosti biologické,
fyzikaIné- chemické a metabolické. Spole¢né se zménou poctu téchto vazeb se meni take

jeho bobtnavost a teplota jeho denaturace [14].

3.5.4 Maturace

Maturace neboli zrani ¢i starnuti, je posledni fazi vystavby kolagenu a zavisi predevsim
na side-to-side vazbéach, které pii bobtnani davaji vzniknout prostorovému polymeru. Vazby
head-to-tail lokalizované na konci molekuly na tuto fazi vliv nemaji, ovliviuji vSak teplotu

denaturace molekuly [14].

3.5.5 Odbouravani

V organizmu existuje systém schopny intenzivniho odbouravani kolagenu, zejména proto,
Ze jeho polocas je pomerné kratky. Jako piiklad uved’me nezbytnost rychlé latkové vymeény
pti prestavbé kosti, fyziologickych stavech délohy po porodu a jiné. SniZzena funkce odbou-

ravani kolagenu vede ke zvySenému ukladani pojivové tkang, coz muze vést k riznym one-
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mocnénim, napriklad kolagenni kolitidé ¢i jaterni fibréze. Pii této fazi Ize identifikovat tri
rozdilné reakce na kontakt proteolytickych enzymui s kolagenem. Prvnim z nich je eliminace
telopeptida Stépenim kolagenu skrze specificke procesy zaZivaciho traktu (napi. pepsin,
trypsin). Druhym je odStépny Gc¢inek bakteridlnich kolagenaz, ktery je vazany na sekvenci
¢tyt aminokyselin se souc¢asnym poZadavkem blok&dy C a N konce. Ttetim proteolytickym
enzymem je kolagendza z ocasu pulce Rana Catesbiara, objevend také u ¢loveka, kterd zpu-
sobuje soucasné Stépeni viech tiech polypeptidickych fetézct. ZvySena intenzita tohoto
Steépeni doprovazi napiiklad revmatické choroby. Odbouravani je velmi duleZitou soucasti
metabolismu kolagenu, jeho zvySend i sniZzena funkce vSak doprovazi zavaznd onemocnéni.
Detailni mechanismus odbouravani kolagenu a pticiny jeho poruch jsou v3ak z hlediska roz-

sahu této prace piedmétem dalSiho zkoumani [14].

3.5.6 VyuZiti metabolismu kolagenu

Prave diky detailni znalosti celkového metabolismu a funkce kolagenu v lidském organismu,
dokéZeme identifikovat pusobeni jeho nedostatku. Vime, Ze kolagen ma metabolismus po-
mérné rychly, proto je také mozné jeho obsah rychle dopliovat. Zname také latky, ktere
blokuji vystavbu pticnych vazeb v kolagennich strukturdch. Adam s Vykydalem [11], Kkla-
dou duraz zejména na vSechny latky, které ovlivauji ¢inek lyxodiazy a také latky s chela-
tacnim G¢inkem, EDTA a B-aminopropionitril. Velmi duleZitou roli hraje ve fazi syntézy
kyselina askorbova (vitamin C), jejiz nedostatek zpusobuje vyrazny Gtlum tvorby kolagenu z
davodu blokovani hydroxylace prolinu na hydroxyprolin. Tyto a mnoho dalSich poznatkt
jsou nezbytné pro efektivni vyrobu potravinovych dopliki, které maji za kol vyZivovat a
regenerovat, ¢i vystavét synovialni klouby. Potravinové dopliky tohoto typu, popsané jiz
vyse, se pak mohou stat dopliky lécby, ¢i prvky prevence, s prokazatelnymi ucinky pfi
dlouhodobém uzivani [10], [14].
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3.6 TECHNOLOGIE VYROBY KOLAGENU

Pfi ¢teni popisu u mnoho vyrobku z kolagenu se mazeme docist, Ze jsou ruzné druhy. Napf.
hoveézi, veptrovy, rostlinny, hydrolyzovany, hydrat, nativni. Tyto pojmy ale nam toho moc
nereknou. Dulezité je védét, Ze nejdulezitéjsi jednotkou kolagenu je tropokolagen. Tropo-
kolagen je bilkovina bohatd na dvé aminokyseliny: hydroxyprolin a hydroxylyzin. Hydroxy-
prolin je aminokyselina, kterd tvoti mezi molekulami piicné vazby. Tyto vazby zvySuji me-

chanickou pevnost kolagennich viadken. [27]. NiZe uvedu pér druha kolagenu.

3.6.1 Hydrolyzovany kolagen

Jinym ndzvem se mu fika Zelatina. Vznika nésledkem termického rozpadu sitovych peptido-
vych vazeb kolagenovych bilkovin, jejiz délka molekulovych tetézcu je vétsi nez 100.000
daltoni. Diky tomu poskytuje Zelatina svou z&kladni vlastnost a tou je schopnost tvofit za
urc¢itych podminek gel. Pti tvorbé Zelatiny neni potieba chrénit jemnou kolagenovou struk-
turu. Suroviny k vyrobé Zelatiny jsou nejdiive poddavany Uvodnimu procesu pti spolutcasti
silnych kyselin ¢i z&sad. Proto jsou podminky ziskavani hydrolyzatu mnohem drastictéjsi a
umoziuji vyuzivat mnohem S$irSi spektrum surovin kolagen obsahujicich, tedy napi. kosti.

Vzhledem k jeho snadné dostupnosti a jeho velkému mnozstvi byva velice levny. [23], [9]

3.6.2 Lyofilizovany kolagen

Lyofilizace je jednou z metod ziskavani susenych produkti. Je zaloZena na sublima¢nim
vysouseni, ke kterému dochazi v nizké teploté (pod 0°C) a za velmi sniZzeného tlaku. Tento
proces byva pouzivan k suSeni obzvlaste citlivych latek a sloucenin, zejména takovych, které
jsou citlivé na ohiivani. Pti tomto procesu si aktivni latky nenici své cenné slozky, jako jsou
vitaminy, bilkoviny, enzymy, mineralni latky apod. Tento preparat obsahuje minimalni
mnoZstvi vody a nepotiebuje byt konzervovan. Po lyofilizaci Ize ziskany preparat opét
snadno vodou ztedit, aniz by doSlo ke ztraté jeho organoleptickych a biologickych vlastnos-
ti. Tento druh byva pouZivan v doplicich stravy, které jsou uréeny k regeneraci pokozky,

kosti a chrupavek. [25]
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3.6.3 Mikrokolagen

Néazev mikrokolagen byva nejéastéji pouzivan pro mensi molekuly bilkovin (oligopeptidy),
které svym pisobenim molekuly piirodniho kolagenu piipominaji. Tyto ¢astice dokazi
ovlivnit nejen produkci kolagenu, ale i dalSich sloZzek Skary. Mikrokolagen je vyrabén
v biotechnologickych laboratotich a byva modifikovan dodavanim tukovych molekul, které

zvysuji jeho stabilitu a napomahaji mu snadngji pronikat ochrannymi vrstvami pokozky. [25]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

4 MOZNOSTI ANALYZY A CHARAKTERIZACE KOLAGENU

Zna¢né uplatnéni napi. pti vysokouginnych separacich aminokyselin, peptidt a bilkovin ma
dnes kapilarni zonova elektroforéza, oblibena predevsim pii kvalitativni analyze. Z metod
pouZivanych k charakterizaci kolagenu se nejéastéji vyuziva elektroforetické stanoveni mo-

lekulové hmotnosti podjednotek kolagenu metodou PAGE-SDS.

VyuZzit Ize i spektrometrii, promérovanim UV-VIS spekter pti raznych vinovych délkach
(200 - 460 nm) je mozné vidét slabou absorbanci zndmych chromofori tyrosinu a fenylala-
ninu, protoZe patii, co do kvantity, mezi méné se vyskytujici aminokyseliny v kolagenech.
Pozitivni pik okolo 223 nm a negativni pik okolo 204 nm jsou charakteristické znaky pro
trojitou helikalni strukturu kolagenu. K odhadu sekundarni struktury kolagenu lze vyuZit
spektra cirkularniho dichroismu nebo pomoci identifikace — NH funkénich skupin, infracer-

venou spektroskopii s Fourierovou transformaci.

Vysokouginné separa¢ni metody (HPLC) nabizi variabilitu, piesnost a reprodukovatelnost
stanoveni. Casto byvé analyzovano aminokyselinové sloZeni kolagenovych vzorkt na auto-
matickém analyzatoru aminokyselin, pracujicim na principu ionexové chromatografie
s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem a fotometrickou detekci. Lze také pouZit RP

HPLC v kombinaci s vodnymi mobilnimi fazemi a detekci UV-VIS nebo fluorimetrickou.

Velmi cenné je vyuZiti hmotnostni spektrometrie, nabizejici moznost ur¢ovani strukturniho a

prostorového usporadani molekul. [31]

4.1.1 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

HPLC se vyvinula z plynové chromatografie v poc¢atcich 70. let. Vysokych G¢innosti se do-
sahuje pouZitim stacionarnich fazi, které obsahuji malé ¢astice pravidelného tvaru a jednotné
velikosti, které homogenné vypliuji kolonu. Tim se dosahuje u¢innosti fadove desitek tisic
pater na metr kolony. Pratok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem (jednotky aZ desitky
MPa) — proto také byva tato metoda nékdy nazyvana vysokotlaké kapalinova chromatogra-

fie. Davkuji se malad mnozZstvi vzorku (fadové mikrolitry). K detekci jsou nutné citlivé de-
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tektory, které umoznuji kontinualni monitorovani latek na vystupu z kolony. Signal detekto-
ru se zpracovava pocitacem. Z vyse uvedeného je ziejmé, Zze HPLC vyZaduje pomérné na-

roénou instrumentaci.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromato-
graphy) se radi mezi nej¢astéji pouzivané separacni metody. Vynika vysokou Ucinnosti,
dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Tato metoda je vhodna pro dé¢leni organickych méng
tékavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné ve vodg, v organickych rozpousté-

dlech nebo ziedénych kyselinach. [29]

HPLC je zaloZena na separaci analyti na zaklad¢ jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni
fazi, kterd je vzdy kapalnd. Stacionarni faze je zakotvend v chromatografické kolon¢. Bé-
hem separace dochazi k mnoha typum interakci. Uplatiuji se interakce analytd s mobilni

fazi, interakce mobilni faze se stacionarni fazi a sorpce analyt na stacionarni fazi. [30]

Vysokouginny kapalinovy chromatograf pracuje tak, Ze jsou vzorky davkovany davkovacim
ventilem do mobilni faze. Ta unasi jednotlivé slozky vzorku na kolonu, kde dochazi k opa-
kovanému ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k separaci analyta dle
fyzikalngé-chemickych vlastnosti. Po prichodu separacni kolonou jsou analyty v mobilni fazi
detekovany v pratokové cele detektoru. Méfenou velic¢inou je fluorescence, absorbance,
index lomu, elektricka vodivost. Vystupem z detektoru je graficky zaznam zavislosti odezvy
detektoru na reten¢nim ¢ase, tj. chromatogram, na némz se hodnoti plocha nebo vyska piku.

Kvantitativni analyza se provadi na principu odecteni vysledku z kalibra¢ni kiivky. [29]

Jako népln kolon (stacionarni faze) se pouZivaji polarni nemodifikované adsorbenty (sili-
kagel, mén¢ casto oxid hlinity) nebo népln¢ s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi na
silikagelovém nosici. Jako mobilni faze se vétSinou uziva voda, organicka rozpoustédla a
jejich smési.

Je-li stacionarni faze polarnéjsi nez mobilni faze, mluvime o systémech s normalnimi fazemi.

V opa¢ném piipadé jde o systém s obracenymi fazemi. [30]
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PouZziti:
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- Mobilni faze

Mobilni fazi v RP HPLC muze byt napi. voda, methanol, acetonitril a jejich smési v riznych
vzajemnych pomeérech, pufry a dalSi. Z&sobniky jsou sklenéné lahve, kterych miZe byt néko-
lik s navzajem raznymi mobilnimi fazemi, které je mozné spolu automaticky misit v predem

zvoleném pomeéru.

- Stacionarni faze

Stacionarni faze je tvorena mikroc¢asticemi silikagelu (3-10 um) na kterych je navdzana
vlastni stacionarni faze. Vlastni stacionarni faze muze byt tvorena naptiklad nepolarnimi

uhlovodiky (C8 — oktan, C18 — oktadekan), nebo polarngjSimi uhlovodiky s funkéni skupi-

nou.

- Vysokotlakd pumpa

Vysokotlakd bezpulzni pumpa je velmi duleZitou soucasti HPLC aparatury. Kolony pro
HPLC jsou plnény mikrocasticemi (viz stacionarni faze), které pti prachodu mobilni faze
kladou zna¢ny odpor. Z toho dtivodu musi byt mobilni faze pod vysokym tlakem (az 40
MPa), aby mohla projit pres kolonu. Dostatecny tlak a konstantni pratok mobilni faze zajis-

tuje prave vysokotlaka pumpa.

- Déavkovani

Vzorek je davkovan do proudu mobilni fA&ze pomoci davkovaci smycky nebo pomoci auto-

matického davkovace.
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-  Kolona

Zpravidla se jedna o nerezovou trubici o vnitfnim praméru okolo 4 mm a délce typicky 5-25
cm, kterd je naplnéna staciondrni fazi. O schopnosti kolony separovat urcité smesi
na jednotlivé sloZzky opét rozhoduje zejména typ stacionarni faze zakotvené na silikagelo-

vém nosici (viz stacionarni faze).

- Detektor

Metoda HPLC vyuZivad tyto typy detektori: spektrofotometricky detektor (UV-VIS),
fluorescencni detektor, hmotnostni spektrometr, refraktometricky detektor a dalsi. Volba
detektoru opét zavisi na konkrétni aplikaci. Casto pouZivanym detektorem je detektor
spektrofotometricky (UV-VIS) a fluorescenéni. Podminkou pouZiti téchto detektoru je, aby
dany analyt absorboval zateni urcité vinové delky (UV-VIS detekce) anebo aby emitoval
fluorescencni zareni (fluorescenéni detekce). Pokud analyt sdm o sobé neabsorbuje zaieni
v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluorescencni zareni, je pouZiti téchto detektora
podminéno derivatizaci vzorku (vzorek je chemickou reakci preveden na slouceniny, které

maji potiebné vlastnosti - absorpce UV-VIS, fluorescence).

Detektor diodoveho pole (DAD) umozZiuje ziskat spektralni data latek v prabéhu celé
analyzy. Prutokovou celou prochazi polychromatické svétlo, transmitované zéieni je
spektréln¢ rozkladano holografickou miizkou, takZze na kazdou z miniaturnich fotodiod
umisténych na desticce o délce cca 1 cm dopada zativy tok o urcité vinové délce zeslabeny
absorpci v prutokové cele detektoru. PouZiti DAD je podminéno softwarovym zazemim,
které umoZnuje napi. prubézné hodnoceni tzv. "¢istoty pika", identifikaci neznamych slozek
pomoci spektralni knihovny, rychlé stanoveni absorpéniho maxima latky, kvantifikaci pika s

odliSnymi spektralnimi vlastnostmi v jedné analyze.

- Popis HPLC analyzy

Aparaturou protéka mobilni faze, kterd je ze zasobnich lahvi vedena pies vysokotlakou

pumpu do kolony, z ni do detektoru a dale pak do odpadu. Davkovac¢em je do proudu mo-
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bilni faze nadavkovan vzorek (fadové nekolik mélo ul). Vzorek je undSen mobilni fazi
do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych sloZzek. VVystup z kolony vede do detektoru,
kde jsou jednotlivé sloZzky detekovany. Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci PC a

tisknut v podobé chromatogramu. [29,30]

4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda uréovani hmotnosti atoma, mole-
kul a molekulovych fragmentt po jejich pievedeni na ionty. Podstatou této metody je roz-
dilné chovani iontt s raiznou hmotnosti v elektromagnetickem poli. Tato metoda ma velmi
dobrou vypovidaci schopnost o struktuie analyzovanych latek, hlavni oblasti jejiho analytic-
kého vyuZiti je zejména stopova analyza organickych latek s darazem na zjisténi jejich struk-

tury.

VSechny hmotnostni spektrometry jsou sloZeny ze stejnych zakladnich ¢asti:

lontovy zdroj

- Hmotnostni analyzator
- Detektor

- Ridici pogita¢

Hmotnostni spektrometry pracuji v prostiedi silného vakua. lontovy zdroj slouZzi k pievede-
ni analyzované latky do ionizovaného stavu, zde dochazi k vétsing fragmentacnich reakci.
Hmotnostni analyzator umozZiuje rozd¢lit v prostoru nebo ¢ase smés ionta o raznych hmot-
nostech. Detektor poskytuje analogovy signal imérny pocétu dopadajicich iont. Ziskany
signél je poté pieveden do pocitace a nésledné zpracovan do formy hmotnostniho spektra.
[29,30]
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Prakticka ¢ast
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5 CILPRACE

Cilem diplomové préce bylo charakterizovat preparaty na bazi kolagenu pro pouZziti jako

doplnky stravy pomoci modernich analytickych metod.

Pro separaci jednotlivych sloZek byla zvolena metoda HPLC a nasledné byla nasnimana flu-
orescencni spektra, ktera byla doplnéna jejich analyzou a ziskani charakteristickych parame-
tri na zaklade, kterych by bylo mozné jednotlivé kolagenni preparéaty urcit piipadné i stano-

Vit.

Celkem bylo zkoumano sedm vzorki. Provedend méieni jsou prezentovana i na priloZzenych
obrézcich. V této diplomoveé préci byly analyzovany vzorky pomoci HPLC metody, kterd je
v dnesni dobé velmi efektivnim nastrojem k analyze. Nedilnou soucasti prace byla ptiprava a
kalibrace pristroje a dale pak optimalizace ptistroje pro analyzu. Nésledné byly na pristroji

zmeieny vzorky a vysledné koncentrace porovnany.
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5.1 PouZité pristroje, zarizeni a pomicky

- UV/VIS spektrometr — Lambda 25

- Hmotnostni spektrometr — Amazon I11.

- UHPLC systém Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem
- Laboratorni vahy, odmérné banky, pipety, kadinky

5.1.1 Lambda 25

- Ovladani pomoci softwaru UV WinLab
- Rozsah: 190 nm - 1100 nm

- Sitka pasma: 1 nm (fixni)

UV-VIS spektrofotometr LAMBDA 25 je vhodny pro méieni absorpénich spekter v rozto-

cich studovanych latek v libovolnych rozpoustédlech.

Piistroje Ize vyuZit k zdznamu piehledovych spekter ve zvolené oblasti, ke studiu chemic-
kych reakci a déju zavislych na case (kinetickd méfeni), k méteni pti vybranych vinoétech
nebo v inertnim prostiedi. Lze studovat organické, anorganické a komplexni slouc¢eniny,

produkty chemického pramyslu piipadné jinych pramyslovych odvétvi.

Obrazek 8. Lambda 25
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5.1.2 UHPLC Systém Dionex Ultimate

Kapalinovy chromatograf se sklada z degasseru, dvou ternarnich gradientovych pump, au-
tosampleru s davkovaci smyckou, kolonového prostoru, v némz se nachazi kolona, na které

bude provadéna analyza DAD a fluorescen¢niho detektoru.

Sestava vysokou¢inné kapalinové chromatografie ma tlaky az 620 bar s pratoky az do 10
ml/min v izokratickém i gradientovém rezimu. Autosampler s mozZnosti termostatovani
vzorka spolu se samostatnym termostatem aZz 12 kolon je nedilnou soucasti standardni vy-
bavy. Moderni SW Chromeleon. Shér dat rychlosti az 200 Hz pro optimalni podporu a

rychlou separaci.

Slozity proces chromatografické separace je dan souborem interakci analytu mezi mobilni
fazi (rozpoustédlem) a stacionarni fazi (zjednoduSené napini kolony). P#i prachodu analytu
chromatografickou kolonou je analyt undSen mobilni fazi, ke které méa specifickou afinitu (je
Vv ni rozpustny) a dale interaguje s fazi stacionarni (pienos hmoty). Kontakt analytu se staci-
onarni fazi je zprostredkovan ,,difuzi“. Tu rozliSujeme u chromatografického procesu trojiho
druhu, difuzi podélnou (pohyb ¢astic analytu v mobilni fazi), vitivou (pohyb ¢astic analytu k
povrchu ¢astic stacionarni faze a zpét) a difuzi uvniti pora ¢astic v raznych smeérech (trans-

port hmoty analytu do stacionarni faze a zpét).
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Obr. 9 UHPLC systém Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem
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5.2 Prehled pouzitych vzorki

Jmenny seznam pouzitych vzorku: Certifikaty k témto vzorkam jsou umistény v Ptiloze I.

1. Colpropur D Premium
2. Hydro-F

3. Gelita Sol

4. RouselotASF

5. Atogel

6. Gelatina 100 Bloom
7. Gelatina 80 Bloom

Obr. 10 Rozpustené vzorky 1-7 v destilované vode

5.2.1 Priprava vzorka pro analyzu

Ze sedmi pavodnich préskovitych vzorka byl z kazdého odebrdn 1 gram vzorku, ktery byl

rozpustén ve 200 ml destilované vody z destilac¢niho piistroje PURELAB.
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5.3 Zpracovani vzorki a nastaveni spektrometru pro metodu absorpéni

molekulové spektrometrie v UV/VIS oblasti

Molekulova absorpéni spektrometrie v UV/VIS oblasti je analytickd metoda, kterou radime
mezi elektromagnetické spektroskopické metody. Podstatou je absorpce elektromagnetic-
kého zéteni v intervalu 200 nm — 800 nm (UV - VIS oblast) molekulami vzorku. Pfi ab-

sorpci dochazi k excitaci valenénich elektroni, které jsou souc¢asti molekulovych orbitali.

Tato metoda vynika piesnosti, rychlosti, citlivosti a experimentalni nenaro¢nosti. Pomoci
metody lze identifikovat neznamé latky a stanovit koncentraci znamych latek. Je vyuZivana
v pratoénych celach detektora raznych separac¢nich metod — nejpouzivanéjsi HPLC. Méteni

je provadeéno pii vhodné vinové délce.

Spektrometry se konstruuji jako dvoupaprskové nebo jednopaprskové. Zakladnimi ¢astmi
jsou zdroj svétla, monochromator, mérici prostor a detektor. Jako zdroj se pro UV oblasti

¢asto pouZzivaji deuteriové vybojky - 190 nm — 400 nm.

Vzorky byly proméieny na spektrometru Lambda 25. Pfistroj je tizen-softwarové progra-
mem UV WinLab.
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Obr. 11 Soupis merenych vzorki

Injection List holagen
it
[y Puaticn okus [ tsnerd Mathied ProcstingMubod | Sisha A

war 1 o1 Frirs T
) Fribad 1000
Ral rhed 10000
Az 10800 FLD_k Frired 232015 100110 +1 1.0000
e 0 /IS W 10000
a3 000 FLO_K Frited 232015 105158 +0 100
a1 10000 FLD._| Fribed 212015 112051 +0 1.0000
Rad B0 FLO kclgertex | Fekked I 114685 ol 1,000
il 0000 Fridbed HIMNS 12123 401 10000
s 0800 FLD_| Fiched 232015 123833 0 1.0000
s 0000 FLO_k: Fridrad 25328 110427 1L 1,000
s 000 F Fritad 232015 1373020 40 1.0000
R 10000 FLD_) Friked /IS 115614 0 1000
a7 0800 FLO_k: Fridrad 2632005 142208 L 1,000
Rar 0000 FLD b clager_be_fid Fribad 232015 144807 40 1000
Aal 0000 FLD_kolsger_test_fi Friked 232015 16313 +0 10000 |
I 0000 FLD_kolsgen tex | Feibed | 305155 | 10000 |
ez o Friad 23N 1573 0 1000
sz 10000 F wiked /IS 154313 0 o0
a1 0800 FLO_k: Fridbed 2512015 171543 0 1.0000

a3 0 2308 1741 05 o0
At 10000 FLO_k Frisbad /IS 10O 0 1,000
— Raa 0000 Fridbed 212N 1T 10000
e s Fritod 1m0
Fl) metment Methos P 100 FLD_ e s
[ Data Procersing RiE 10000 FLD_k Friske: 1010
R shad 1.0000
ar Frithed 1.0000
Ra7 Fried 10000

Postup méreni

- Zapneme spektrofotometr a ovladaci pocita¢, spustime program uv winlab a vycka-
me.

- Zvolime metici metodu.

- Modifikace metody — zakladni nastaveni spektrofotometru

- Nastaveni rozsahu vinovych délek, absorbance a poc¢tu cykhi

- Nastaveni rychlosti skenovani — ¢im mensi rychlost, tim kvalitn&jsi zdznam, tim delSi
doba méteni.

- Ptipravime vzorky.

- Roztoky métime v kiemennych kyvetach

- Spustime vlastni méieni, béhem méieni sledujeme graficky zaznam

- Po skonceni meteni se automaticky uloZi binarni soubor

Meéreni absorbance u jednotlivych vzorka bylo skenovano od 190 nm do 400 nm. Vlastni

méieni probéhlo 2x. Vysledky jsou zpracovany v grafu 1 a 2.
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Graf 1. Vysledky
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Zaver: Maxima u promérovanych vzorku se vyskytla v oblasti do 240 nm.
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Tyto vysledky déle poslouzily k nastaveni vinovych délek pro méreni na HPLC systému
Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS.

5.4 Stanoveni HPLC s UV/VIS detekci a fluorimetrickou detekci

Meéieno na UHPLC Dionex Ultimate 3000, DAD detektor

Metoda:

- kolona Zorbax Eclipse XDB-C18; 4,6x150mm, 3,5um

- elu¢ni soustava A — 0,1% kyselina mravenci

- elu¢ni soustava B-90% acetonitril (ACN) a 0,1% kyselina mravenci
- izokraticka eluce, pomer mobilnich fazi A:B 80:20

- délka analyzy 25 minut

- pratok Iml/min

- pouzité vinové délky na UV/VIS detektoru 190; 200; 210; 220 nm

- excitacni vinova délka na FLD 200 nm

Z&kladni nastaveni je zobrazeno na obr. 12 — 19.



UTB ve Zlinég, Fakulta technologicka

65

Obr. 12 Nastaveni kolony

‘ {LPe-340050)
(wes-3000)

| £

. {DAD-3000)
D
(FLD-3400R5)
System

Sutdown

'z;:uma—

Columoven 2
(rec-3000)

Here: FLD_Kolagen_test_fulll

Camment.  [aglent Zosban Eclpse <DE 4 150 mm, 35 0

Descnpbort Iriament. HALL.
(Creaiion Time: 25 32015 145638
Crestedi by HPLE

Run Tine:  [25000 @ |

R
R —

[0 01 THO00
I

b @
N T




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

Obr. 14 Pomer priitoks a nastaveni metody

« |




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

67

Obr. 16 Popis metody cast 1
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Obr. 18 popis metody cast 3
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Na dalSich obrazcich jsou zaznamy z fluorescenéniho detektoru, kde byly pouzity excitacni
zaieni na vinové délce 200 nm. Zaznamy fluorescenénich spekter byly vyhodnoceny vzhle-
dem k charakteristickému maximu a zaznamy mohou byt dale vyuZity pro kvalitativni po-

rovnavani vzorka.

- Jedna se o vysledky ziskané analyzou kolagenu

s s

- Na obréazcich jsou schematicky predloZeny ziskané grafické zaznamy z merici apara-

tury.

- Vysledky budou zpracovany a pouZzity pro vyvoj novych potravinovych dopliki
stravy.

Obr. 20 Atogel
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Obr. 21 Colpropur D Premium
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Obr. 22 Hydro - F
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Obr. 23 Gelita Sol
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Obr. 24 Gelatina 100
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Obr. 25 Gelatina 80 Bloom
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Obr. 26 RouselotASF
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Tabulka 2 Vysledky analyzy
Oznaceni vzorku | Exitacni  zateni | Emisni zaieni | Intensita (MAU) | Retenc¢ni cas
(nm) (nm) (min)
Atogel 180 2345 2,4 23,3
Colpropur D 180 250 15 2,5
Premium
Hydro - F 180 236,85 0,2 16,8
Gelita Sol 180 231,79 33,5 8,15
Gelatina 100 180 232 125 2,92
Bloom
Gelatina 80 Blo- 180 225,98 1,5 7,62
om
RouselotASF 180 231 2 6,75
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5.5 Stanoveni na MS
- MS systém Amazon Il — iontové past s ESI ionizaci
- Mgfeno v modech MS+ , MS-, MS/MS
- Méreno 1x
- Vysledky méteni jsou zpracovany v grafech

Obr. 27 Atogel - Méreno v médu MS-/MS+
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Obr. 29 Colpropur — Méreno v médu MS+/MS-
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Obr. 31 Gelatina 80 — Mé&eno v moédu MS+/MS —
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Obr. 33 Gelatina 100 — Méeno v médu MS+/ MS-
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Obr. 35 Gelita — Méeno v médu MS+/MS-

TG g RO I TE ATV

Iniens.
i

rad
. |
o \
ed

@ op s
| Overlsd | Stacked | List ) Analysis ) View |

= = e

: - —— -
I 16 18 Tine [mi]

Spectrum View - knlagan 2 RA2 01 37504

Intens

it

WS 057 Zin#iaee4)

10436 11658

] 400 B0
B o Fan ViPcsas VLS

Fragment MS v

Obr. 36 Gelita — Meéreni v médu MS+/MS- - extrakce hmotnostnich iontiz M/z 679,6.

340,3. 309,2. 396,8. 792,6. 566,4

s Lt Chomatogram - imlagen 2 RAZ 01 37500 £XC 3002 S Al MS 1
i s iolagan, 1 fk1 01 ¥4 ":"D'; |
i bolage ALY 5704 il
o fn Chicmagrams 15 I
J TIC Al ME 1
¥ . ECEME-AINS
¥, B ML -MINS 15 |
# 1, ECIRI-AING ‘
B B RRAING : Lo
B | MO
1 BSR4 Al M3 = o S =
b Comgiound Spatra i #
it [ knlagen_ ) RAL01_30d 0 H i 1 ] " 6 1] T ]

: f il 4 R4 S0 (T 4
i D lagan 8 AR 1 B2 Py L e
5 s kkoger, .0 D Sk it i Vi

4 I cdugun_7 R, 0n 3754 | Spectrum View -knlagen 2 RAZ 01 37524

et
il

]

g Yk Eklﬂ.s W7 1z s

A DI B 414117

- 1T g




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 82

Obr. 37 Hydro - F —Méreno v médu MS+/MS-
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Obr. 39Rousselot — Méeno v moédu MS+/MS-
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ZAVER

V soucasnosti jsou kloubni onemocnéni stale ¢astéjsi pricinou zhor3eni kvality Zivota. Uby-
tek chrupavky je ¢astym projevem téchto onemocnéni, v jejimz dusledku, klesi hybnost a
funkénost kloubu a naopak vznika riziko tvorby z&nétu a bolestivosti. Kloubni chrupavky
jsou z majoritni ¢asti tvoreny kolagenem, proto je mozné fici, Ze je ,,zakladnim stavebnim

kamenem*“ kloubu.

Namét diplomové préce bere tuto skutecnost v Uvahu a vysvétluje vlastnosti, roli a charak-

terizaci kolagenu v l1é¢bé kloubnich onemocnéni.

Préce je rozdelena na dvé samostatné ¢asti, které se dopliuji. Prvni, teoreticka, popisuje
kloubni onemocnéni — osteoartrozu, psoriatickou artritidu a revmatoidni artritidu, a to s
cilem poskytnout hlubsi pohled do problematiky jejich Iécby. Cast je také vénovana vybra-
nym pticindm onemocnéni, z nichZz jmenujme naptiklad nespravnou Zivotospravu, vek ci
nadmeérny pohyb. Na tyto onemocnéni poté navazuji metody jejich 1écby. PribliZzeny jsou jak
metody vyuZivajici chirurgickd teSeni, alternativni metody lécby ¢i fyzioterapie a farmak,
ktera jsou pouze zminéna. Pokud mluvime o potravinovych doplicich, je nezbytné predsta-
vit jejich ucinné latky a slozky, mezi néZz radime piedevsim kolagenni peptidy, vitamin C,
chondroitin sulfat, glukosamin sulfat, ale také mnozZstvi dalich vitamint a minerala podpo-
rujici metabolismus kolagenu v organismu, coZ je jadrem této diplomové prace. Prvni fazi,
ve které je predstavena struktura a vlastnosti kolagenu, vhodné propracovava ¢ast o jednot-
livych typech kolagenu I-1V, ty jsou jedny z nejzndméjSich a nejprobadanéjSich v soucastné
dob¢. Nésledujici je kapitola o metabolismus kolagenu a jeho vyuZiti, kde je popséany jednot-
live faze - syntéza, agregace, polymerace, maturace i odbouravani. Nasledn¢ jsou zminény
moZnosti vyroby kolagenu. Podstatna ¢ast je vénovana analytickym a charakterizacnim me-
todam pouZzivanych k analyze kolagend. Jde piedevsim o molekulovou absorpéni spektro-
metrii v UV/VIS oblasti, hmotnostni spektrometrii a fluorescencni spektrometrii ve spojeni

se separacni metodou HPLC.

Prakticka casti je pak analyzou vybranych typa kolagent vyuZivajicich se k vyrobé béznych
potravinovych dopliku stravy, které jsou voln¢ dostupné. Praktické ovéieni teoretickych
poznatkii bylo provedeno na pracovisti Ustavu analyzy a chemie potravin Univerzity Toméa-
Se Bati ve Zlin¢ ptimym provedenim analyzy kolagennich hydrolyzati pomoci metody
HPLC.
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Cile diplomové prace stanovené v Gvodu byly tedy splnény, dané téma je natolik zajimavé,
Ze by bylo vhodné v ném pokracovat i nadale, po strance praktické, napiiklad ve vyrobé

potravinovych dopliki stravy, dle dané legislativy.
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Seznam pouzitych symboli a zkratek
HPLC Hig-Performace Liquid Chromatography (vysokoucinnd kapalinova chromatogra-
fie)

MS Hmotnostni spektrometrie
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CERTIFICATE OF ANALYSIS

177893
834072

Order No.:
Batch No.:

GELITA® SOL M, aggl.

ART. NO.: 211041

Customer:

Parameter

Protein content dry sub.*
pH

Viscosity

Dry substance

Bulk density

Peroxides

Ash

Arsenic*
Cadmium*
Chromium*
Copper*
Mercury*

Lead*

Zinc*

Sulphur dioxide*
Average molecular weight*

Total Aerob.Microb.Count
Sulfite re. anaer. spores
Escherichia coli
Salmonella

1

Production Date: 10.04.2012

Expiry time: 5 years

Usti Nad Orlici; Czech Republic

Test Method
Kjeldahl

20%, RT

20%, 25 °C

GME (16h, 105°C)
GELITA

Ph. Eur./GME
USP/GME (550 °C)
ICP-OES

ICP-OES

ICP-OES

ICP-OES

AAS

ICP-OES

ICP-OES

Ph. Eur./GME

GPC collag. weight markers

Ph. Eur./USP
AFNOR-NF-V59-106
Ph. Eur./JUSP mod.
1SO 6579

Specification

>= 96,00
5,00 - 6,40
3,00- 6,00
91,5- 96,0
270 - 400

<= 10
<=2,00
<1,0
<05
<10,0
<30,0
<0,15
<5,0
<50,0
<50
2000 - 4000

<1000
<10
0

0

Test Result
corresponding
5,63

3,54

93,0

289

corresponding
0,756

corresponding
corresponding
corresponding
corresponding
corresponding
corresponding
corresponding
corresponding
corresponding

corresponding
corresponding
negative
negative

%

mPa.s
%
g/l

mg/kg

mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg

- mg/kg

cfu/ g
cfu/ g
/10g
125¢g

* The parameter is monitored according to an internal quality programme

This certificate was made electronically and therefore it is valid without a signature

signed: Dr. Andreas Probst on 03.07.2012

@ 16 -07- 2012

dne:

Product release
Quality assurance:
Material management:

Dr. Andreas Probst
Gunter Grab

03.07.2012
19.06.2012
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PRODUCT DATA

GELITA® Sol M agg|.

Art. No. 211041

Pure hydrolysate derived from bone collagen with typical, but low taste

Description:
and odour.
The average molecular weight is approx. 3,000 g/mol.
GELITA® Sol M aggl. is suitable for protein enrichment in food.
The product is in compliance with regulation (EC) No. 852/2004 on
the hygiene of foodstuffs and with regulation (EC) No. 853/2004,
laying down specific hygiene rules for food of animal origin.

Appearance: Light coloured, agglomerated powder

Solubility: Excellently soluble in cold and warm water

Chemical and Physical Data Test Method

Protein content of dry substances minimum 96 % Kjeldahl (Nx5.55)

Dry substances (105 °C, 16 h) 91 -96% GME

Ash (550 °C) <2% USP/GME

pH (20 %, room temperature) 5.0-6.4 Potentiometer

Viscosity (20 %, 25 °C) 3-5 mPas GELITA method

Microbiological Data

Total bacterial count < 1000/g Ph. Eur.

E.coli negative/10 g Ph. Eur.

Anaerobic sulphite-reducing bacteria <10/g " AFNOR NF V59-106
Salmonella negative/25 g EN ISO 6579

Shelf Life

Under dry and odourless conditions GELITA® Sol M aggl. can be stored for 5 years without loss of quality.

B

Packages
Multi-ply REPA paper bags with PE-liner containing 20 kg net.

This information is based on our present state of knowledge and is intended to provide general information on our products and their uses.

It should not therefore be construed as guaranteeing specific properties of the products described or their suitability for a particular application.
Any existing industrial property rights must be observed. The quality of our products is guaranteed under our General Conditions of Sale,

and our quality assurance system in accordance with DIN ISO 9001 (EN 29001).

GELITA Deutschland GmbH - UferstraBe 7 - D-69412 Eberbach G E L l I \

E-TS/MGW/08-07 = =
cUROPE



GELITA® Sol M

Amino Acid Composition

Alanine
Arginine
Aspartic acid
Glutamic acid
Glycine
Histidine
Hydroxylysine
Hydroxyproline
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline

Serine
Threonine
Tyrosine
Valine

The amino acid analysis was determined after acid hydrolysis of the protein (24 hours, 110 °C, 5.7 n HCI) ,
solving in Li-citrate buffer (pH 2.20) according to the test method of Spackman, Stein und Moore. The amino
acids were identified by using the amino analysis detector ,ALPHA PLUS", Pharmacia.

(German Wool Research Institute, D — Aachen, 2003)

GELITA Deutschland GmbH — Gammelsbacher Str.2 - D-69412 Eberbach

E-TS/MGW/ 01-04

mol %

11.3
4.7
4.6
7.8

33.0
0.4
0.7
9.3
1.3
2.6
2.8
0.4
1.3

12.6
3.2
1.6
0.1
2.2

——
TECHNICAL INFORMATION

g/100 g Protein

8.7
8.1
6.0
11.1
20.6
0.6
1.0
11.4
1.6
3.3
3.9
0.6
2:1
13.3
3.1
1.8
0.3
2.4

GeLITA



GellTA

Improving Quality of Life

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Order No.: 177510

Batch No.: 632018 Production Date: 27.03.2012 Expiry time: 5 years
GELITA® EDIBLE GELATINE RED NS
80 BLOOM

ART.NO. 111080

Customer: _ _...._ Usti Nad Orlici, Czech Republic

Parameter Test Method Specification Test Result

Jelly strength Ph. Eur./GME (6,67%) 70-90 79 g Bloom
Viscosity GME (6,67%, 60° C) 1,30-2,30 1,84 mPa.s
Loss on drying Ph. Eur./GME (16 h, 105 °C) 9,0-13,0 12,0 %

pH 6,67 %, 60 °C 4,70-5,70 5,14

Peroxides Ph. Eur./GME <=10 corresponding mg/kg
Ash* USP/GME (550 °C) <2,00 corresponding %
Arsenic* ICP-OES <1,0 corresponding mg/kg
Cadmium* ICP-OES <05 corresponding mg/kg
Chromium* ICP-OES <10,0 corresponding mg/kg
Copper* ICP-OES < 30,0 corresponding mg/kg
Mercury* AAS <0,15 corresponding mag/kg
Lead* ICP-OES <50 corresponding mg/kg
Zinc* ICP-OES < 50,0 corresponding ma/kg
Sulphur dioxide* Ph. Eur./GME <=10 corresponding mg/kg
Total Aerob.Microb.Count  Ph. Eur./USP <1000 corresponding cfu/ g
Sulfite re. anaer. spores AFNOR-NF-V59-106 <10 corresponding cfu/ g
Escherichia coli Ph. Eur./USP mod. 0 negative /10g
Salmonella 1SO 6579 0 negative /125¢

* The parameter is monitored according to an internal quality programme

This certificate was made electronically and therefore it is valid without a signature
signed: Dr. Andreas Probst on 05.06.2012

Product release
Quality assurance: Dr. Andreas Probst 05.06.2012
Material management:  Michael Stellner 05.06.2012

STDANA-5-01.06.2012/ASPA03-2012032100/NOFFENBE/177510/05.06.2012 1 5:54:37
GELITA AG - UferstraRle 7 - D-69412 Eberbach
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Certificate Of Analysis

PORTA

PORTA

ORTA

Batch number : 131112A Production date :  12/11/2013
Product : COLLACTIVE Expiry date : 12/11/2015
Microbiological Analysis Method Specification Resuits
Total Plate Count (ufc/g) Petrifilm <10000 <10
Enterobacteriacea (ufc/g) AFNOR V08-054 <10 <10
Search for Escherichia Coli {(in 1 g) Europ. Pharmac. absence Negative|
Search for Staphylococcus aureus (in 1g) Europ. Pharmac. absence Negative|
Yeast and Moulds (ufc/g) AFNOR XP V08-059 <100 <10
Salmonella (in 25g) mini VIDAS easy SLM bio absence negative
Chemical Analysis on crude product Method Specification Resuits
Kijeldahl Protein (%) NF V04-407 290 % 98,90
Moisture (%) NF V 04-401 <10% 3,50
pH 10% internal-standard method 5.5-7,5 6,10
Ash (%) NF V04-404 7% 6,30
Total volatil nitrogen {mg N/100g) internal < 250mg/100g 95,30
Bulk density internal 0,35-0,50 0,36
Tapped density internal 0,45-0,60 0,42
Hydroxyproline (% on dry product) colorimetric 26 6,70
Crganoleptic analyis Method Specification Results
Appearance internal standard method | fine powder white to yellowpa | [ compliant]
° BSE/TSE: This product is based on fish raw material only and cannot be affected by BSE/TSE
° GMO: This product is not derived from Genetically Modified Organism
° IRRADIATION: This product is not irradiated
’l Comment :
|
l
| Disclaimer: (Ex. This is to certify that the above material has been tested and did comply with the listed specifications when supplied in
l the original container, ETC....)
29/11/2013 Approved by Nadége HOCHART Py
WA
AW
Page 1sur1 Wy }’



GellTA

Improving Quality of Life

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Order No.: 177510

Batch No.: 632018 Production Date: 27.03.2012 Expiry time: 5 years
GELITA® EDIBLE GELATINE RED NS
80 BLOOM

ART.NO. 111080

Customer: _ _...._ Usti Nad Orlici, Czech Republic

Parameter Test Method Specification Test Result

Jelly strength Ph. Eur./GME (6,67%) 70-90 79 g Bloom
Viscosity GME (6,67%, 60° C) 1,30-2,30 1,84 mPa.s
Loss on drying Ph. Eur./GME (16 h, 105 °C) 9,0-13,0 12,0 %

pH 6,67 %, 60 °C 4,70-5,70 5,14

Peroxides Ph. Eur./GME <=10 corresponding mg/kg
Ash* USP/GME (550 °C) <2,00 corresponding %
Arsenic* ICP-OES <1,0 corresponding mg/kg
Cadmium* ICP-OES <05 corresponding mg/kg
Chromium* ICP-OES <10,0 corresponding mg/kg
Copper* ICP-OES < 30,0 corresponding mg/kg
Mercury* AAS <0,15 corresponding mg/kg
Lead* ICP-OES <50 corresponding mg/kg
Zinc* ICP-OES < 50,0 corresponding ma/kg
Sulphur dioxide* Ph. Eur./GME <=10 corresponding mg/kg
Total Aerob.Microb.Count  Ph. Eur./USP <1000 corresponding cfu/ g
Sulfite re. anaer. spores AFNOR-NF-V59-106 <10 corresponding cfu/ g
Escherichia coli Ph. Eur./USP mod. 0 negative /10g
Salmonella 1SO 6579 0 negative /125¢g

* The parameter is monitored according to an internal quality programme

This certificate was made electronically and therefore it is valid without a signature
signed: Dr. Andreas Probst on 05.06.2012

Product release
Quality assurance: Dr. Andreas Probst 05.06.2012
Material management:  Michael Stellner 05.06.2012

STDANA-5-01.06.2012/ASPA03-2012032100/NOFFENBE/177510/05.06.2012 1 5:54:37
GELITA AG - UferstraBe 7 - D-69412 Eberbach
' ’ Page 1 of 1



CSC ¢) jaklechemie

CSC JAKLECHEMIE Czech s.r.o. Czechs.r. 0.

Burzovni palac ,
Rybna 682/14 ; e s Yy
11000 Praha1 -

4 ¢

Ceska republika

Analyticky certifikat

Zboii: Hydrolizovany kolagen - Rousselot ASF
Firma: . ExolrfAee ¢ o///uﬁ/é
Datum doddni: 9.5.2012 e - 7
Cislo Sarse: 1158239 R

NG

r’A

[l

| o et TESTS UNITS SPECIFICATIONS VALUES
PHYSICO-CHEMICAL LIMITS .
Viscosity (20 % - 25° ©) mPa.s 3.5-60 58
PH (45°C ,6.6T%) 5.0-85 5.0
Loss on drying (105°C,17 h) % %10 7B
Residue on ignition (550°C) % o) Compliant
Sut!ikzs(as~ 80z2) ppm <10 Cormptiant
Bulk density ] 0.40~0.80 0.42
+ Particle size < 425 pm (40 mesh) mesh ASTM > OE% Compliant
! <75 0 (200 mesh;) < 20% Compliant
HEAVY METALS LIMITS !
3
Arsenic [As) ppm <1 Compliant |
Lead (Pb) ppm <5 Compliant
Cadmium (Cdj ppm <05 Complian
Mercuty {Hg) ppm <015 Compliant
Chromium (Cr) epm <10 Compliant
pupper {Cu) ppim <m0 Compliant
Zinc {Zn) ppm <50 Compliant
: /
MICRUBICLOGICAL LIHiTS v / -
| Total bacterial count CFUIg <1000 < 1000 o f
E.col Absence in 10g Absence in 10g i
Salmonelia Absence in 25g Absence in 25g i
Anaerobic sulphite-reducing bacteria CFUly <10 <10




chemopharma Viden spol. s r.o.

Chemikalie a farmacetitika, Pod Pari(em 1441, 54301 Vrchlabi, DIC: CZ64827488,
tel./fax: 499 421 723,499 421 836, tel.: 499 421 832, 499 421 833
e-mail:-office@chemopharma.cz, www.chemopharma:com

ANALYZACNI CERTIFIKAT certificate of analysis

Kolagenni hydrolyzit / collagene hydrolyzate

Sarte &/batch no. :
Datum vyroby/man.date:

FC20120308
8.brezen/march 2012

Datum expirace/expiry date:brezen/ march 2015

aglomerovany/agglomerated

Y

Oy
=300

o/ (/ ’
N G [
!/rabpu/lfj ’

[
,/Lr*;‘?,‘;& D&

| Parametr/parameter Testovact Naméreno/measured
| metoda/test.methode :
Vzhled/ appearance  Vizuelné Nvisuel ) | Nazloutly prdsek/yellowish
1 powder

Identifikace/identification i Vyhovuje/ positive
Obsah litky/ assay | 98% min. 18 hod/ 105°C 981%

Vimé/odor ¥ - | Neutrdlni/neutral
Objemova hustota/bulk density | 270-400 Vyhovije /conforms

H .4,00-7,00 1390
Papel/ash ] | NMT 2.0% 1h/550 °C 0,70 %

Staphylococcus . | Pocet/g CFUlg _Negativni /negative
Koliformni/colliform | Pocet /g CFU/g Negativni/negative
Salmonella | Pocet /g CFUlg . | Negativni/negative
-Anaerobni Pocet/g CFU/g | Méné nez 10 /NMT10.0
bakterie/anaer.bacteria 3 ) :

Celkovy pocet [ Pocet/g CFU/g - Méné nez 1000/ NMT 1000,0
&dsticmikroorganismir :

Total plate count ) g

OIQVO/ lead _ mg/kg | NMT 20 | Pyhovuje/corresponds
Rout [Mercury _mg/kg NMT 0.1 Vyhovuje/corresponds
arsen /As mglkg NMT 1,0 - Vyhovuje/corresponds
Tézké kovy/heavy metals mg/kg | NML 10,0 Vyhovije/corresponds

Zavér analjzy /conclusion : vphovuje standardu/ meets standard quality

Chemopharma Vides, s.r.o.



chemopharma Viden spol. s r.o.

Chemikalie a farmaceutika, Pod Parkem 1441, 543 01 Vrchlabi, DIC: CZ64827488,
tel./ffax: 499 421 723, 499 421 836, tel.: 499 421 832, 499 421 833
e-mail: office@chemopharma.cz, www.chemopharma.com

ANALYZACNI CERTIFIKAT certificate of analysis

Kolagenni hydrolyzdt / collagene hydrolyzate

Sarie &/batch no. : 20150206
Datum vyroby/man.date:  6.1inor/ february 2015

Datum expirace/expiry date: uinor/ february 2018

aglomerovany/agglomerated

Parametr /parameter Testovaci Naméfeno/measured
metoda/test.methode
Vzhled/ appearance Vizuelné /visuel Nazloutly prasek/vellowish

powder

Identifikace/identification Vyhovuje/ positive
Obsah latky/ assay 98% min. 18 hod / 105°C 98,3 %

Viiné/odor Neutrdlni/neutral
Objemova hustota/bulk density | 270-400 Vyhovuje /conforms

pH 4,00-7,00 3,80

Popel/ash NMT 2,0% 1h/550 °C 0,90 %

Staphylococcus Pocet /g CFU/g Negativni /negative
Koliformni/colliform Pocet /g CFU/g Negativni/negative
Salmonella Pocet /g CFU/g Negativni/negative
Anaerobni Pocet /g CFU/g Méné nez 10 / NMT10,0
bakterie/anaer.bacteria

Celkovy pocet Pocet/ g CFU/g Méné nez 1000/ NMT 1000,0
Casticmikroorganismii

Total plate count

Olovo/lead  mglkg NMT 2,0 Vyhovuje/corresponds
Ruut /Mercury mg/kg NMT 0,1 Vyhovuje/corresponds
arsen /As mg/kg NMT 1,0 Vyhovuje/corresponds
Tezké kovy/heavy metals mg/kg | NMT 10,0 Vyhovuje/corresponds




PORTA

PORTA )
Zeleny pruh 99, 140 02 Praha 4
PO RTﬁ S.r.o. tel.: +420-241 440 840, 241 091 211 fax: +420-241 442 734, 241 440 959  e-mail: porta@porta.cz  www.porta.cz

Product: COLPROPUR D PREMIUM

Description: Edible hydrolysed collagen protein
Batch numbers: 1460008

Addressee: PORTA LTD.

Order Number: sample

CERTIFICATE OF CONFORMITY

Protein S.A. has examined a sample of each batch of the mentioned product
and guarantees that complies with the following specifications:

Batch N. 1460008
Analysis N. 140801
Date of Analysis 6.05.14
Production date: 6.05.14

Best before: 18 months from production date.

Chemical Characteristics

Protein (N¢x6.25) (% min.) 97.0
Protein (N:x5.85) (% min.) 91.0
Total Nitrogen (% min.) 155
Moisture (% max.) T:0
Salts (%max.) 2.0
Fat (%max.) 0.3
PH (10% solution) 6.0x1.0

Physical and Organoleptical Characteristics
Solution Appearance (10%) ....ouuuunu.... Transparent
Taste and odour  ...................... Very neutral

Food safety guarantees
According to the requirements of Regulation (EC) 853/2004, included Annex
III, Section XV concerning edible collagens and Annex I, Chapter 1, point
1.10 of Regulation (EC) 2073/2005. Product elaborated in Protein’s
production plant, Sanitary Register Number 10-04347/GE.

Celra, 4 September 2014

’

Signed: Juan Pedro Alcantara
Chemical Engineer
Chief of Laboratory



Profil aminokyselin /Amino-acid Ty Ypical g/100g

Alanine
Arginine
Aspartic acid
Cystine
Glutamic acid
Glycine
Histidine
Hydroxylysine
Hydroxyproline
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline

Serine
Threonine
Tryptophan

Zaver analyzy /conclusion

83
8.5
I

114
19.8
13
0.5
11.7
13
34

2.1
3.3

18

: vwhovuje standardu/ meets standard quality

D

# “hemopharn 5/\%{‘3&5.120
Pod Parkem 1441, 543 '~Vrcﬁ;q€{
tel//fax: 499 421 723,499 421 836

\_ DIC: CZ64827488




Certificate Of Analysis

PORTA

PORTA

ORTA

Batch number : 131112A Production date :  12/11/2013
Product : COLLACTIVE Expiry date : 12/11/2015
Microbiological Analysis Method Specification Resuits
Total Plate Count (ufc/g) Petrifilm <10000 <10
Enterobacteriacea (ufc/g) AFNOR V08-054 <10 <10
Search for Escherichia Coli {(in 1 g) Europ. Pharmac. absence Negative|
Search for Staphylococcus aureus (in 1g) Europ. Pharmac. absence Negative|
Yeast and Moulds (ufc/g) AFNOR XP V08-059 <100 <10
Salmonella (in 25g) mini VIDAS easy SLM bio absence negative
Chemical Analysis on crude product Method Specification Resuits
Kijeldahl Protein (%) NF V04-407 290 % 98,90
Moisture (%) NF V 04-401 <10% 3,50
pH 10% internal-standard method 5.5-7,5 6,10
Ash (%) NF V04-404 7% 6,30
Total volatil nitrogen {mg N/100g) internal < 250mg/100g 95,30
Bulk density internal 0,35-0,50 0,36
Tapped density internal 0,45-0,60 0,42
Hydroxyproline (% on dry product) colorimetric 26 6,70
Crganoleptic analyis Method Specification Results
Appearance internal standard method | fine powder white to yellowpa | [ compliant]
° BSE/TSE: This product is based on fish raw material only and cannot be affected by BSE/TSE
° GMO: This product is not derived from Genetically Modified Organism
° IRRADIATION: This product is not irradiated
’l Comment :
|
l
| Disclaimer: (Ex. This is to certify that the above material has been tested and did comply with the listed specifications when supplied in
l the original container, ETC....)
29/11/2013 Approved by Nadége HOCHART Py
WA
AW
Page 1sur1 Wy }’
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