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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce se zabývá charakteristikou kolagenu a jeho rolí v lé  kloubních 

onemocn ní. Diplomová práce se skládá z ásti teoretické a praktické. 

V teoretické ásti se práce zam uje na onemocn ní kloubního aparátu a možnosti lé by, co 

je to kolagen a jaké existují typy kolagenu. Také se soust edí na metabolismus kolagenu a 

jeho využití. 

Praktická ást se zabývá metodikou stanovení kolagenu a použitím kapalinové chromato-

grafie. Práce p ináší celistvý pohled na danou problematiku a využívá všech dostupných 

zdroj . 

 

Klí ová slova: Kloubní onemocn ní, kolagen, hmotnostní 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 

 

 

 

 

 



Touto cestou bych rád pod koval vedoucímu mé diplomové práce panu doc. Ing. Miroslavu 

Fišerovi CSc. za odborné vedení, cenné rady, vst ícnost a as, který mi v noval p i zpraco-

vání této práce. 

V neposlední ad  pat í pod kování mé manželce, rodin  a p átel m, kte í m  podporovali 

po celou dobu studia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že odevzdaná verze diplomové práce a verze elektronická nahraná do IS/STAG 

jsou totožné. 

 

 

Ve Zlín  27.4.2016       Bc. Lud k Jansa 



OBSAH 

ÚVOD ............................................................................................................................ 10 

I TEORETICKÁ ÁST ......................................................................................... 12 

1 ANATOMIE ......................................................................................................... 13 

1.1 POJIVOVÁ TKÁ  ............................................................................................... 13 
1.1.1 Vazivo ...................................................................................................... 13 
1.1.2 Chrupavka ................................................................................................ 14 
1.1.3 Kloub ........................................................................................................ 14 

2 ONEMOCN NÍ KLOUBNÍHO APARÁTU ...................................................... 16 

2.1 OBECNÉ P INY .............................................................................................. 16 

2.2 PROBLEMATIKA OSTEOARTRÓZY V SOU ASNÉ MODERNÍ DOB  .......................... 18 

2.3 REVMATOIDNÍ ARTRITIDA................................................................................. 22 

2.4 VÝŽIVA P I KLOUBNÍCH ONEMOCN NÍCH .......................................................... 24 
2.4.1 Bílkoviny .................................................................................................. 24 
2.4.2 Tuky ......................................................................................................... 25 
2.4.3 Vitamíny ................................................................................................... 27 
2.4.4 Minerální látky a stopové prvky ................................................................ 28 

2.5 MOŽNOSTI LÉ BY KLOUBNÍCH ONEMOCN NÍ ..................................................... 29 
2.5.1 Chirurgická lé ba ...................................................................................... 29 
2.5.2 Lázn  ........................................................................................................ 29 
2.5.3 Alternativní lé ba ...................................................................................... 30 
2.5.4 Lé ba kmenovými bu kami ....................................................................... 30 
2.5.5 Fyzioterapie .............................................................................................. 31 
2.5.6 Lé ba farmaky .......................................................................................... 32 

2.6 DOPL KY VÝŽIVY ............................................................................................ 33 
2.6.1 Glukosamin ............................................................................................... 33 
2.6.2 Chondroitin sulfát ..................................................................................... 33 
2.6.3 Methylsulfonylmethan ............................................................................... 34 
2.6.4 Kolagenní peptidy ..................................................................................... 35 

3 KOLAGEN ........................................................................................................... 36 

3.1 ZÁKLADNÍ FAKTA ............................................................................................. 36 

3.2 VLASTNOSTI KOLAGENU ................................................................................... 36 
3.2.1 Fyzikáln - chemické vlastnosti .................................................................. 36 

3.3 STRUKTURA ..................................................................................................... 38 

3.4 JEDNOTLIVÉ TYPY KOLAGENU ........................................................................... 39 
3.4.1 Kolagen typu I .......................................................................................... 40 
3.4.2 Kolagen typu II ......................................................................................... 41 
3.4.3 Kolagen typu III........................................................................................ 41 
3.4.4 Kolagen typu IV ....................................................................................... 41 
3.4.5 Kolagen typu V ......................................................................................... 42 
3.4.6 Porovnání kolagenních typ  ...................................................................... 42 



3.5 METABOLISMUS KOLAGENU A JEHO VYUŽITÍ ..................................................... 44 
3.5.1 Syntéza ..................................................................................................... 44 
3.5.2 Agregace .................................................................................................. 45 
3.5.3 Polymerace ............................................................................................... 45 
3.5.4 Maturace .................................................................................................. 45 
3.5.5 Odbourávání ............................................................................................. 45 
3.5.6 Využití metabolismu kolagenu ................................................................... 46 

3.6 TECHNOLOGIE VÝROBY KOLAGENU ...................................................... 47 
3.6.1 Hydrolyzovaný kolagen ............................................................................. 47 
3.6.2 Lyofilizovaný kolagen ............................................................................... 47 
3.6.3 Mikrokolagen ........................................................................................... 48 

4 MOŽNOSTI ANALÝZY A CHARAKTERIZACE KOLAGENU .................... 49 
4.1.1 Vysokoú inná kapalinová chromatografie ................................................. 49 
- Mobilní fáze .............................................................................................. 52 
- Stacionární fáze......................................................................................... 52 
- Vysokotlaká pumpa .................................................................................. 52 
- Dávkování ................................................................................................ 52 
- Kolona ...................................................................................................... 53 
- Popis  HPLC analýzy ................................................................................ 53 

4.2 HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE.......................................................................... 54 

II PRAKTICKÁ ÁST ............................................................................................ 55 

5 CÍL PRÁCE .......................................................................................................... 56 

5.1 POUŽITÉ P ÍSTROJE, ZA ÍZENÍ A POM CKY ....................................................... 57 
5.1.1 Lambda 25 ................................................................................................ 57 
5.1.2 UHPLC Systém Dionex Ultimate .............................................................. 58 

5.2 P EHLED POUŽITÝCH VZORK  .......................................................................... 60 
5.2.1 íprava vzork  pro analýzu ...................................................................... 60 

5.3 ZPRACOVÁNÍ VZORK  A NASTAVENÍ SPEKTROMETRU PRO METODU 
ABSORP NÍ MOLEKULOVÉ SPEKTROMETRIE V UV/VIS OBLASTI ......................... 61 

5.4 STANOVENÍ HPLC S UV/VIS DETEKCÍ A FLUORIMETRICKOU DETEKCÍ ............... 64 

5.5 STANOVENÍ NA MS .......................................................................................... 77 

ZÁV R .......................................................................................................................... 84 

SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY ........................................................................... 86 

SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOL  A ZKRATEK ................................................... 89 

SEZNAM OBRÁZK  ................................................................................................... 90 

SEZNAM TABULEK A GRAF  ................................................................................. 92 

SEZNAM P ÍLOH ....................................................................................................... 93 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 10 

 

Úvod 

Kloubní onemocn ní a celkov  onemocn ní pohybového aparátu je jednou z nej ast jších 

in pracovní neschopnosti a to v takové mí e, že je možné hovo it o fenoménu jedena-

dvacátého století.  

Je nepopiratelným faktem, že eská i sv tová populace stárne. V sou asné dob  je polovina 

obyvatel Evropské Unie (EU) starších 40 let, v roce 2060 bude polovina obyvatel EU starší 

48 let. eská republika bude pat it mezi zem  s nejrychleji stárnoucí populací [23].  

Aktuálním trendem je prodlužování života, ovšem zárove  s tím také nar stá po et chorob 

a pot eba jejich lé by. Po etnou skupinou mezi nimi jsou kloubní onemocn ní, p i jejichž 

lé  a prevenci vzniku hrají nemalou roli potravinové dopl ky obsahující mezi množstvím 

jiných látek zejména kolagen, jehož popisem a metodikou jeho stanovování se zabývá vý-

znamná ást práce. Senio i jsou tedy stále se zv tšující skupinou, která je t mito nemocemi 

postižena. 

Teoretická ást diplomové práce mapuje p iny kloubních onemocn ní, využití dopl  

stravy obsahujících kolagen.  

Zna ná ást se v nována kolagenu, jeho vlastnostem, struktu e, metabolismu a využití jed-

notlivých typ .  

Kolagen, je materiál p írodního p vodu, má velmi slabou schopnost vyvolat imunologické 

reakce organismu a vysokou biodegradabilitu, jelikož degraduje na t lu vlastní peptidy a 

aminokyseliny, proto je i využíván v léka ství. Jeho biomedicínské aplikace zahrnují použití 

v lé  hypertenze, artritidy, urinárních potíží, ran a popálenin, využívá se v chirurgii a 

v tká ovém inženýrství k že, kostí a jako náhrada chlopní a krevních cév. Jeho použití 

se neomezuje pouze na medicínu, ale vyskytuje se i v jiných odv tvích, jako je potraviná -

ství, kosmetika a farmacie. Hlavním zdrojem pr myslového kolagenu jsou hov zí k že a 

kosti, v posledních letech je vyráb n i z ryb. 
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Praktická ást je zam ena na metodiku stanovení kolagenu. Pln  využívá jak poznatk ásti 

teoretické, tak zárove  poznatk  získaných b hem celého pr hu studia. 

Cílem bylo charakterizovat kolagenní preparáty na bázi kolagenu pro použití jako dopl ky 

stravy pomocí moderních analytických metod.  

Pro separaci jednotlivých složek byla zvolena metoda HPLC a následn  byla nasnímána flu-

orescen ní spektra, která byla dopln na jejich analýzou a získání charakteristických parame-

tr , na základ  kterých by bylo možné jednotlivé kolagenní preparáty ur it, p ípadn  i sta-

novit. 

Celkem bylo zkoumáno sedm vzork . Provedená m ení jsou prezentována i na p iložených 

obrázcích. V této diplomové práci byly analyzovány vzorky pomocí HPLC metody, která je 

v dnešní dob  velmi efektivním nástrojem k analýze. Nedílnou sou ástí práce byla p íprava a 

kalibrace p ístroje a dále pak optimalizace p ístroje pro analýzu. Následn  byly na p ístroji 

zm eny vzorky a výsledné koncentrace porovnány.  

Diplomová práce " Charakteristika kolagen  používaných v lé  kloubních onemocn ní " 

tak p ináší ucelený pohled na kolagen a jeho použití v lé  kloubních onemocn ní. Zabývá 

se významným zdravotním problémem naší populace (velký po et nemocných s kloubními 

onemocn ními) a p ináší komplexní pohled na tuto problematiku.  

j velký zájem o téma kolagenu a lé ivých p ípravk  s jeho obsahem byl dán p edevším 

mou pozicí technologa a technika výroby ve firm , která se zabývá výrobou speciálních p í-

pravk  pro výživu a regeneraci kloub  pro humánní a veterinární aplikaci, touto výrobou 

bych se cht l v budoucnu dále zabývat. 
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I.  TEORETICKÁ ÁST 
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1 ANATOMIE 

Teoretická ást se zam uje nejprve na pojivovou tká  a kloub. V nuji se zde krátce i 

kloubním onemocn ním, lé bou, prevenci a dopl m stravy, které p i lé  blahodárn  

inkují.  

1.1 Pojivová tká  

Tkán  jsou soubory bun k, které mají stejný p vod, stejný tvar a vykonávají stejnou funkci. 

Základní vlastností pojivové tkán  je, že obsahuje krom  bun k i základní mezibun nou 

hmotu a fibrily (kolagenní, elastická a retikulární vlákna). [1] 

líme ji na :  A/ vazivo 

 B/ chrupavku 

 C/ kost 

 

1.1.1 Vazivo 

že být ídké, umož ující pohyb jiných tkání v i okolním orgán m, i tuhé fibrilární ve 

šlachách a vazech. 

Bu ky vaziva jsou rozv tvené a spojené cytoplazmatickými výb žky, nazývají se fibrocyty. 

Vlákna rozlišujeme kolagenní (pevná) a elastická (pružná). 

Podle charakteru d líme vazivo na:  1) embryonální 

 2) retikulární (se schopností fagocytózy) 

 3) tukové bu ky 
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 4) kolagenní (obsahující etné kolagenní fibrily) 

       5) elastické (obsahující p evážn  elastické fibrily) 

 

 

1.1.2 Chrupavka 

Podle množství a druhu p evládajících fibril (kolagenní, elastické) d líme chrupavky na: 

   1) hyalinní - sklovité, obsahují kolagenní fibrily (kloubní chrupavka) 

 2) elastické - pružné, obsahují kolagenní i elastické fibrily (ušní boltec) 

 3) fibrózní - obsahují etné kolagenní fibrily, které na rozdíl od t ch v hya-

linní chrupavce nejsou maskovány v základní hmot  (meziobratlové ploténky, 

spona stydká).  

Bu ky (chondrocyty) jsou oválné, uložené v dutinkách mezibun né hmoty, nazývané 

chondromukoid. Chrupavka je bezcévná, bez lymfatických cév a inervace. 

 

1.1.3 Kloub 

Kloub ( Articulatio) je nejobecn jší definicí popsán jako pohyblivé spojení umož ující pohyb 

kosti. Jednotlivé kosti jsou spojeny bu  pevn  jinou pojivovou tkání (nap . spojení pá-

nevních kostí chrupavkou), nebo jako tomu je v tomto p ípad , spojením kloubním, ve kte-

rém se dotýkají dv  (klouby jednoduché) a více (klouby složené) kostí. Stavba kloubu je 

popsána na obrázku . 1. 

Hlavními ástmi jsou kloubní hlavice a kloubní jamka. Jejich tvar je r zný a udává velikost i 

rozsah pohybu v kloubu. M že být nap íklad válcovitý, sedlovitý, nepravidelný. Ob ásti 

jsou potaženy chrupav itou vrstvou, pojivovou tkáni, která se skládá z bun k a mezibun -
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né hmoty obsahující vláknitý a amorfní podíl. Amorfní podíl je složen p edevším z proteo-

glykan  a vody, vláknitý podíl, který je zastoupen ve v tším množství, je tvo en p edevším 

kolageny. Chrupavka a hlavice a jsou zasazeny v kloubním pouzd e, které je upnuto 

na jejich okraji. 

Hlavní funkcí tohoto pouzdra je produkce synoviální tekutiny, což je irá, bezbarvá nebo jen 

mírn  nažloutlá viskózní tekutina, která snižuje t ení kloubních ploch a zvyšuje p ilnavost 

jednotlivých ástí. Nedostatek synoviální tekutiny vede k nedostate né výživ  a regeneraci 

kloubu a zap uje omezenou funk nost a odolnost kloub  a následn  vznik bolestivých 

onemocn ní. Pro tuto práci jsou d ležité zejména synoviální klouby, které umož ují široký 

rozsah pohybu. [2] 

Bu ky se nazývají osteocyty, mají protáhlé bun né t lo s etnými výb žky probíhajícími 

v kanálcích základní hmoty, jež obsahuje složku organickou (osein) a anorganickou (soli 

Ca, P) v pom ru 25-40:60-75%. Tento pom r je závislý na stá í jedince, v mládí p evládá 

organická složka (kost pružná a ohebná) a ve stá í anorganická (kost k ehká).[1] 

Obrázek 1 : Schéma stavby kloubu 
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2 ONEMOCN NÍ KLOUBNÍHO APARÁTU 

Onemocn ní kloubního aparátu nemusí být vždy bolestivá a jejich lé ba není nutn  urgentní. 

V úvahu jsou brány st edn  t žké stavy, p i kterých není prvotním ešením celková endo-

protéza. Existuje více než 200 druh  kloubních onemocn ní, vzhledem k rozsahu práce jsou 

vybrána ta nej ast jší, p i jejichž lé  je vhodné dopl kové užívání potravinových dopl  

obsahujících kolagen. Z hlediska rozsahu práce jsou vybrány pouze n které faktory zp so-

bující vznik onemocn ní kloub  a celkov  pohybového aparátu. 

2.1 Obecné p iny 

Mezi vybrané, obecné p iny kloubních onemocn ní tedy pat i následující: 

• Osobní anamnéza – Pokud je v rodin  predispozice ke kloubním onemocn ním, 

zvyšuje se také pravd podobnost jejich výskytu u následujících generací; [3]. 

• Obezita – Se zvyšující se vahou lov ka se také zvyšuje tlak, který je vyvinut 

na pohybové ustrojí. Z tohoto d vodu mohou být klouby p et žovány i p es nízkou intenzi-

tu jejich pot eby (aktivní sport); 

• k – Se zvyšujícím se v kem klesá celková obranyschopnost organismu, ten je 

proto náchyln jší k množství onemocn ní než organismus mladý. Toto tvrzeni však v p ípa-

 nemoci kloub  platí pouze áste . N které nemoci se mohou projevit také u d tí. Nej-

znám jší skupinou jsou ovšem revmata a artrózy, která se v nejv tší mí e objevuji u senior . 

Trend prodlužování života pak zap uje také nar st množství t chto nemocí; [3]. 

Pohlaví – Jednotlivá onemocn ní mají r znou tendenci napadat muže a ženy. Je prokázáno, 

že nap íklad revmatoidní artritida postihuje mnohem ast ji ženy a má u nich tak malign jší 

pr h. Naopak dnou trpí spíše muži; [4] 

• Úraz – Každý z úraz  naruší rovnováhu organismu. Vhodným p íkladem jsou zlo-

meniny, které již v d sledku st edn dobé indispozice vedou k ochabnutí kosterního svalstva 
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a kloubních úpon  na postižené kon etin . D sledky jsou stejné jako v p ípad  faktoru ne-

dostate ného pohybu. P i zlomeninách kon etin vždy zvyšujeme zatížení té zrcadlové. Do-

chází tedy k nerovnom rnému opot ebování kloub ; [3]. 

• Jiná nemoc - Kloubní onemocn ní, zejména ta zán tlivá, mohou být vyvolána také 

estupem infekce z jiné ásti t la nap . u ch ipkových onemocn ni i infek ní žloutenky. 

• Kou ení – P i kou ení spot ebuje lidské t lo mnohem vice vitamin  a minerál  než v 

opa ném p ípad . Je to dáno tím, že nap íklad vitamin C (kyselina askorbová) a selen ás-

te  zabra uji vst ebávání jed  vdechovaných cigaretami a p sobí tak jako prevence rako-

viny plic. V tomto p ípad  se ale nap íklad kyselina askorbová nem že podílet na zvyšování 

pevnosti cév, vláse nic, tvorby kolagenu; [5]. 

• Abusus alkoholu – Podobn  jako p i kou ení znamená nadm rná konzumace alko-

holu pro lidsky organismus zbyte nou p ít ž, v jejímž d sledku jsou vyplavovány vitaminy a 

minerály, které t lo pot ebuje ke své výživ  a regeneraci. Mezi mnohými zmi me op t vita-

min C, který podporuje tvorbu kolagenu, tolik nezbytného pro zdraví pohybového aparátu 

(p edevším kloub , ale také kostí a vaz ). Doporu enou denní dávkou je až 1 g; [5]. 

• Nadm rný pohyb – P íkladem nadm rného pohybu budiž aktivní sport. P i p íliš 

astém sportu jsou klouby vystaveny nadm rnému opot ebovávání, které v p ípad  nedosta-

te né kloubní výživy vede k úbytku chrupavky a následnému poškození synoviální kosti. 

Nadm rným pohybem jsou zatíženy také vazy, které vyžadují podobnou pé i jako klouby; 

[5]. 

• Nedostate ný pohyb – P i nedostate ném pohybu ochabuje celý pohybový aparát. 

i nárazové “akci” pak má tendenci k rychlému p etížení a tím i opot ebování. Jedním z 

sledk  nedostate ného pohybu je také obezita, popsaná již výše. 

• Stres – Dlouhotrvající stres je jedním z p in autoimunitních poruch. Stres neúm r-

 zat žuje a vy erpává organismus a onemocn ni (nap íklad revmatoidní artritida) pak 

napadá nejen klouby, ale také okolní tkán . 
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• Nevyvážená strava – Strava chudá na bílkoviny a tuky vede ke snížené tvorb  sy-

noviální tekutiny a v d sledku tedy také k opot ebení kloubu. Nadm rné množství bílkovin, 

ovšem vede v ur itém procentu p ípad  ke dn , tedy kloubnímu onemocn ní kdy se d sled-

kem poruchy metabolismu purin  a pyrimidin  ukládají na synovii krystaly kyseliny mo ové. 

Nevyvážená strava také zap uje nedostatek vitamin  a minerál  d ležitých nejen pro 

regeneraci kloubu, ale také kostí, sval  a jiných tkání; [5]. 

• Jednostrann  zat žující dlouhodobá pracovní innost – Neergonomické vykoná-

vání práce vede op t k nadm rnému zatížení kloub . P íkladem mohou být rutinní typy prá-

ce vykonávané v pásové výrob , ale také kancelá ské práce, kdy se p i používání po íta e 

zna  opot ebovávají klouby horních kon etin, zatímco klouby dolních kon etin b hem 

této doby ochabují. Zatížena jsou také záda, což souvisí se špatným držením t la; [5]. 

• Špatné držení t la – P edevším p i dlouhodobém sezení jsou zatíženy meziobratlo-

vé klouby a klouby zad v oblasti k íže. Namáhaná je také kr ní páte . V p ípad  nevyhovují-

cí, neergonomické židle i k esla jsou zatíženy také klouby ky elní; [3]. 

• Chlad – Prochladnutí kloub  je astou p inou revmatologických onemocn ní. 

• Porucha imunitního systému – p íkladem jsou autoimunitní onemocn ní, kdy or-

ganismus sám vytvá í látky napadající kloubní tkán ; [6]. 

 

 

2.2 Problematika osteoartrózy v sou asné moderní dob  

Problematika kloubních onemocn ní v dnešní dob  nabývá stále více charakteru celosv tové 

epidemie. Každý pátý trpí t mito bolestmi déle než dvacet let a t etina z nich kv li nim ale-

spo  jednou p išla o zam stnání. V naší sou asné moderní civilizaci se pracovní podmínky 
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stávají složit jšími a náro jšími na t lesnou i psychickou výkonnost i zdatnost. Je bohu-

žel tedy smutnou skute ností, že toto nezán tlivé degenerativní onemocn ní kloub  se stalo 

skute nou civiliza ní chorobou. Degenerativní zm ny provázející p irozené stárnutí kloub  

dnes nabyly takových rozm , že je léka i adí mezi vážné choroby, které vyžadují zvláštní 

pozornost a soustavnou diagnostickou a lé ebnou pé i. Jestliže ješt  p ed n kolika desítka-

mi let byla osteoartróza hlavn  problémem vyššího v ku, dnes již postihuje 15% veškeré 

populace. Uvádí se 60% výskyt mezi 55. a 64. rokem a až 90% výskyt v období mezi 75. a 

84. rokem. [5].  

edevším je t eba zd raznit, že nár st po tu p ípad  osteoartrózy s jistotou m žeme spat-

it v poruše životního stylu charakterizované stálým psychickým stresem, nedostatkem 

vhodného pohybu, nadváhou nebo dlouhodobým jednostranným p etížením pohybového 

aparátu. A protože se v jiných souvislostech upozor uje, že práv  chybný životní styl, nad-

váha a nedostatek pohybu mají v zemích západní civilizace charakter epidemie, ukazuje nám 

to, že osteoartróza je, dá se íci, p íznakem této epidemie [5]. 

V sou asné dob  stále ješt  neexistuje metoda, která by byla schopna toto postižení zcela 

úpln  vylé it. Je však ada možností, jak osteoartrózu m žeme výrazn  zpomalit nebo ale-

spo  omezit její následky a ulevit pacientovi od jeho potíží. Proto je v dnešní dob  už jen 

zcela výjime  d vodem k trvalé invalidit  nebo upoutání na vozík [7]. 

Osteoartróza je jedno z nej ast jších onemocn ní, které postihuje klouby. Je udáváno paci-

enty jako astá p ina bolestí pohybového aparátu, funk ního omezení pohybového aparátu 

a pracovní neschopnosti. Podle posledních epidemiologických studií postihuje klinicky ma-

nifestní osteoartróza až tém  12% populace. [8] 

Jedná se o proces degenerace hyalinní chrupavky. Hyalinní chrupavka je vaskulární elastic-

kou tkání, která se skládá z bun k. Tyto bu ky nazýváme chondrocyty a matrix, která je 

jimi produkována. Podstatou matrix jsou kolagenní fibrily. Onemocn ní postihuje zhruba 

15% naší populace. Také je bohužel jednou z nej ast jších p in pracovní neschopnosti a 

významn  se podílí na výšce náklad  na zdravotní pé i. Sled událostí p i rozvoji artrózy 

si lze p edstavit asi takto: biochemické zm ny v chrupavce - anatomické zm ny – symptomy 
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- zm ny funkce.  Hlavní biochemickou zm nou je úbytek proteoglykan  (makromolekulární 

struktury, v nichž se na bílkovinný et zec napojují et zce opakujících se disacharidových 

jednotek, nazývaných glykosaminoglykany), zm na jejich složení a snazší extraktibilita. 

Chondrocyty dále nesyntetizují kolagen ., ale typ ., s mén  výhodnými mechanickými 

vlastnostmi. K anatomickým zm nám dochází tak, že následkem biochemických zm n se 

chrupavka stává mén  odolnou v i nárok m na ni kladeným. Ztrácí lesk, m kne, na po-

vrchu se objevují fisury. Postupn  dochází k její ztrát , na což subchondrální kost reaguje 

postupnou sklerotizací a vznikem cyst. Organismus se tomu brání procesem remodelace na 

kloubních okrajích, tvorbou tzv. osteofyt . [9] 

Pacienti trpící osteoartrózou jsou typickými spot ebiteli dopl  stravy kloubní výživy. Lze 

jim doporu it všechny preparáty uvád né v následující asti (dopl ky stravy), p edevším 

kombinaci kolagenu s glukosaminem a chondroitinem a metylsulfonylmetanem (MSM), 

s podporou užívání kyseliny askorbové. Na následujícím obrázku je porovnán zdravý kloub, 

s kloubem napadeným osteoartrózou. 
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Obrázek 2: Schematické srovnání zdravého kolenního kloubu a kloubu postiženého 
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2.3 Revmatoidní artritida 

Revmatoidní artritida (RA) je chronické, systémové, zán tlivé onemocn ní pojivové tkán , 

postihující synoviální membránu s následným rozvojem zán tu kloubu a mimokloubními 

íznaky. P esná p ina onemocn ní není dodnes známa. Vznik autoimunitního onemocn ní 

jako revmatoidní artritidy závisí na interakci mezi genetickým podkladem a adou environ-

mentálních faktor . Genetickými faktory je nemoc podložena maximáln  z 50 %. Studie 

zabývající se environmentálními faktory d ležitými pro vznik RA identifikovaly etné kandi-

dáty. Tyto zahrnovaly kou ení a množství infek ních chorob.[10] 

 Dalšími rizikovými faktory RA jsou pohlaví, v k a dále pak obezita. 

Pohlaví je hlavním rizikovým faktorem. V populaci je postiženo více žen než muž . 

Uvádí se, že až 75 % pacient  jsou ženy. Žena v pr hu života prod lává velké hormonální 

zm ny, b hem nichž se m ní p edevším intenzita onemocn ní. Více než 70 % nemocných 

žen s RA má v pr hu t hotenství významnou remisi svého onemocn ní. O to horší relaps 

choroby se objevuje u více než 80 % žen v dob  3 m síc  po porodu, resp. po šestined lí. 

[11] 

Pr h nemoci je variabilní, trvale progresivní je zaznamenán u p ibližn  deseti procent p í-

pad , kdy klouby nemocných mají výraznou tendenci k destrukci. Existuje také monocyk-

lický pr h, který má relativn  dobrou prognózu a jeho remise se omezuji na dobu jednoho 

roku. Nej ast jším a nejzávažn jším je ovšem typ polycyklický. Celkov  onemocn ní zkra-

cuje život postiženého až o deset let; [12]. 

V lé  dominuje farmakologický postup, který využívá p edevším antirevmatik, chorobu 

modifikujících lek , glukokortikoidy a biologické léky, které výrazn  zvyšují kvalitu života. 

Nemén  d ležitá je ovšem také lé ba nefarmakologická, kdy je postižený o své chorob  

pou en, je mu upraven režim a je nastolena fyzikální lé ba fyzio- a ergoterapeuta, jejímž 

cílem je maximalizace uchování funk ní schopnosti a rozsahu. Také chirurgická lé ba vý-
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razn  zlepšuje stav p i tomto onemocn ní. Používání kloubní výživy je zatím sice mén  b ž-

né, ale je od vodn né. Platí obdobné zásady jako v p ípad  osteoartrózy; [12]; [3]. 

V následujícím obrázku je p edstaven kloub napadený revmatoidní artritidou.  

Obrázek 3: Kloub postižený revmatoidní artritidou  
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2.4 Výživa p i kloubních onemocn ních 

Správná výživa hraje p i t chto onemocn ních nemalou roli, nebo  díky ní dochází 

ke zpomalování artrotických proces . Tato výživa není nikterak zásadn  odlišná od všeo-

becn  platných doporu ení pro „zdravou“ výživu. Základem každé stravy musí být p íjem 

energie odpovídající jejímu výdeji. P i nedostatku energie dochází k poruše metabolismu 

kloubu (zm na p i tvorb  kloubního mazu) a atrofii svalstva, díky níž dojde k nedostate né 

funkci kloubu. 

Množství pot ebné energie na den závisí na genetických dispozicích, velikosti t la (zejména 

jeho tukuprosté t lesné hmoty), r stových nárocích a fyzické aktivit . Pohybuje se 

v rozmezí mezi 6,7 MJ (ženy, starší lidé bez fyzické aktivity) a 11,8 MJ (dospívající chlapci 

a fyzicky aktivní muži).[21] 

 

2.4.1 Bílkoviny 

íjem bílkovin je nezbytným zdrojem dusíku, síry a esenciálních aminokyselin, které si or-

ganismus neumí sám vytvo it (valin, leucin, isoleucin, lysin, fenylalanin, histidin-d ti, methi-

onin, threonin, tryptofan). Dále bílkoviny obsahují i tzv. podmín  esenciální aminokyseli-

ny, jež jsou esenciálními jen za ur itých okolností, nap . za patologických stav , p i nezra-

losti enzymatických systém  (arginin, cystein, glutamová kyselina, glutamin, tyrosin a tau-

rin). Z aminokyseliny methioninu a adenosintrifosfátu (ATP) za pomoci transferázy vzniká 

S-adenosylmethionin (SAM), d ležitý pro syntézu bílkovin, schopnost methylovat r zné 

látky (kreatin, adrenalin) a nezbytný v široké škále metabolických d . Po odšt pení methy-

lu vzniká postupn  S-adenosylhomocystein, z n j hydrolýzou adenosin a homocystein (rizi-

kový faktor aterosklerózy, aktivuje hemokoagulaci) a dalšími reakcemi vzniká cystein a 

homoserin, kte í produkují intracelulární antioxidanty. SAM byl zkoumán pro možnou roli v 
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zabrán ní zán tu kloubu a vzniku depresí. Mechanismy nejsou zatím zcela známy, ale v dci 

soudí, že SAM stimuluje produkci proteoglykan  v chrupavce. Teorii antidepresivního p -

sobení vysv tlují zvýšením syntézy serotoninu, dopaminu a norepinefrinu.[3] 

Ve vztahu k onemocn ní pohybového aparátu je vhodné se v této kapitole zmínit o želatin . 

Želatina je pojivová bílkovina, sm s peptid  s vysokým zastoupením hydroxyprolinu, hyd-

roxylyzinu a argininu. Tyto aminokyseliny (AA) spole  s L-cystinem a AA obsahující síru 

jsou d ležitou ástí výchozího materiálu pro tvorbu kolagenu v chrupavce. P edpokládá se, 

že vyváženým p ísunem t chto AA lze ú inn elit odbourávání chrupavky. I klinické studie 

tento fakt potvrdily. Dlouhodobý p ívod želatiny m že zlepšit stabilitu a mechanické zatíže-

ní struktur bohatých na bílkovinu. 

Preparáty želatiny se získávají kyselou i alkalickou hydrolýzou živo išných kolagenních 

látek, ale nejú inn jší je hydrolyzát získaný biochemickým postupem s využitím enzym . 

Tato forma je nejlépe zpracována trávicím ústrojím a resorbována (nap . Geladrink). Ko-

lagen vyskytující se v potravinách se nijak podstatn  neliší od kolagenu, který je obsažen 

ve farmaceutických preparátech a draze prodáván jako podp rný lék p i onemocn ní pohy-

bového aparátu. V potravinách je kolagen v masných výrobcích s podílem vep ových k ží a 

chrupavek (levné uzeniny, huspeniny, tla enky), lah dká ských výrobcích (šunka v aspiku), 

ale také cukrá ských produktech (zákusky se želatinou, želatinové bonbony). Je však d leži-

té mít na pam ti, že mnoho z t chto potravin má vysoký obsah energie (tuky, jednoduché 

sacharidy).[20] 

2.4.2 Tuky 

Tuky (lipidy) jsou stejn  jako ostatní makronutrienty nezbytnou složkou stravy a jejich vý-

znam spo ívá hlavn  v tom, že jsou :  -  koncentrovaným zdrojem energie 

- nezbytné pro funkci bun ných membrán 

- rozpoušt dla pro vitamíny (A, D, E, K) 
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- ležitým izolátorem  

Hlavní sou ástí lipid  jsou triacylglyceroly (TAG), jejich trávením a hydrolýzou se uvol ují 

volné mastné kyseliny, které jsou využívány bu kami jako zdroj energie. Mastné kyseliny se 

odlišují podle p ítomnosti a po tu dvojných vazeb mezi atomy uhlíku.[21] 

 nasycené-SMK (bez dvojné vazby, saturované)- výskyt v živo išném tuku, zvyšují hladiny 

LDL cholesterolu, což má negativní vliv na zdraví. 

 monoenové-MMK (nenasycené, jedna dvojná vazba)- vyskytují se v olivovém a epko-

vém oleji, avokádu a o echách, snižují LDL cholesterol. 

 polyenové-PMK (nenasycené, >jedna dvojná vazba,)- zde jsou dv  významné ady, n-3 

(linolenová) a n-6 (linolová a arachidonová). Pom r polynenasycených mastných kyselin 

(PMK) má vliv na produkci eikosanoid  (prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny), které 

ovliv ují zán tlivé odpov di, desti kové funkce a vazomotoriku cévní st ny. Prostaglandiny 

odvozené z ady n-3 mají vazodilata ní, antiagrega ní a antipermeabilní ú inky, na rozdíl od 

kterých eikosanoid  vzniklých z ady n-6, kde nap . tromboxan A2 vykazuje silný ú inek 

proagrega ní, vazokonstrik ní a zvyšuje permeabilitu kapilár. Doporu ený pom r n-6:n-3 ve 

strav  je 4-6:1. Mastné kyseliny ady n-3 se nej ast ji vyskytují v rybím tuku a o echách, n-

6 ada je obsažena v rostlinných olejích a semenech. Kyselina linolová a -linolenová jsou 

pro lov ka esenciální a p i jejich nedostate ném p íjmu v potrav  dochází ke zm nám ve 

složení lipid  v mnoha tkáních, zvlášt  v bun ných membránách a k ovlivn ní jejich funkcí. 

Pravd podobn  m že dojít i k poruše r stu a reprodukce, degeneraci a zhoršení funkcí 

mnoha dalších orgán . 

Vzhledem k výše zmín ným fakt m je doporu ováno ln né semínko jako možný pomocný 

dopln k p i lé  revmatoidní artritidy. Obsahuje totiž 35 % tuku a z toho více než polovina 

je kyselina alfa-linolenová [1], ze které vzniká eikosapentaenová kyselina (EPA) a dokosa-

hexaenová kyselina (DHA), které jsou prekurzory protizán tlivých eikosanoid  (p sobí 

proti tvorb  tromboxanu A2, leukotrienu B4, prostaglandinu E2, interleukinu 1, tumor 
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nekrotizujícímu faktoru atd., a zvyšující tvorbu ochranných faktor  jako prostacyklinu 3, 

leukotrienu B5, interleukinu 2 a dále nap . HDL cholesterolu).[14] 

Dalším zdrojem kyseliny alfa-linolenové jsou nap . vlašské o echy. P ímým zdrojem EPA a 

DHA je rybí olej, dokonce r zné studie demonstrovaly výhody olivového oleje u zán tlivých 

a autoimunitních chorob, jako je nap . revmatická artritida. 

2.4.3 Vitamíny 

 - vitamíny rozpustné ve vod  - do této skupiny adíme komplex vitamin  B 

(thiamin- B1, riboflavin- B2, pyridoxin- B6, kobalamin- B12, niacin), biotin, kyselinu panto-

thenovou a listovou a vitamin C.  

 - vitamíny rozpustné v tucích - mezi lipofilní (liposolubilní) vitaminy pat í vi-

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

Skupina s revmatoidní artritidou vykazovala výrazné snížení ranní ztuhlosti, zlepšení pro-

blém  p i pohybu a snížení bolesti p i užívání kyseliny pantothenové. N které studie proká-

zaly p i zvýšeném užívání vitaminu C snížení revmatických obtíží.[22] 

Byl prokázán pozitivní ú inek vitamínu D na revmatické onemocn ní p i dávce tém  25 

µg/den. Zdrojem jsou zejména mo ské ryby jako sardinka, sle , makrela, losos, a dále ma-

so, játra, mléko a máslo. Ve studii, zkoumající vztah vitaminu E a revmatického zán tu, byl 

zjišt n analgetický ú inek, který byl vysv tlen interakcí alfa-tokoferolu a oxidu dusnaté-

ho.[22] 
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2.4.4 Minerální látky a stopové prvky 

Minerální látky a stopové prvky jsou pro lidský organizmus velmi d ležité, i když jich po-

ebujeme denn  jen velice málo ( ádov  miligramy i mikrogramy). Jsou nepostradatelné, 

protože ovliv ují d ležité biochemické pochody v t le, podílejí se na výstavb  t lesných 

tkání, podmi ují stálý osmotický tlak v t lesných tekutinách, regulují, aktivují a kontrolují 

metabolické pochody a jsou d ležité i pro vedení nervových vzruch . Uplat ují se jako ak-

tivátory nebo sou ásti hormon  a enzym . Mnohé minerální látky hrají d ležitou úlohu 

v prevenci civiliza ních onemocn ní. Organismus si je nedovede sám vytvo it a musí je do-

stat spolu s potravou a vodou. Minerální látky a stopové prvky se rozd lují podle denní 

pot eby na mikroelementy (denní pot eba nad 100 mg), mikroelementy (pot eba do 100 mg) 

a stopové prvky (pot eba v ádu µg).[21] 
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2.5 Možnosti lé by kloubních onemocn ní 

Vzhledem k množství druh  nemocí, existuje množství lé ebných postup . Každý z nich 

však obsahuje minimáln  dv  složky – farmakologickou lé bu a lé bu bez využití lek . 

U všech onemocn ní lze také doporu it užívání potravinových dopl , které chrupavku a 

její okolí vyživuje a regeneruje. V mnohých p ípadech nastupuje také alternativní lé ba, kte-

rá je založena na psychickém stavu postiženého a celkovou lé bu dopl uje. 

2.5.1 Chirurgická lé ba 

V p ípad  velmi pokro ilé nemoci, kdy je bolestivost na nejvyšších stupních škály (nap . 

VAS) a prokazatelné destrukci kloubu, jsou do kloubu chirurgicky zavad ny nap íklad 

chrupav ité epy, pop ípad  dochází k náhrad  poškozeného kloubu endoprotézou. Tato 

lé ba je vždy poslední možností a je praktikována, pouze když selžou p edchozí metody. 

Potravinové dopl ky mají i v tomto p ípad  nezastupitelnou roli, nebo  podporuji regenera-

ci poškozených tkání; [5], [23]. 

2.5.2 Lázn  

Láze ská lé ba je vhodná pro ty pacienty, u kterých není nemoc p íliš aktivní. P i teplých 

procedurách m že dojít k oživení nemoci. O rozhodnutí lé by zodpovídá léka , ten také 

podepisuje rozhodnutí o vhodnosti láze ské lé by. Pacient v tšinou absolvuje pobyt v délce 

síc až dva m síce. Lázn  úpln  nemoc nevylé í, ale ve v tšin  p ípad  pacient m pomo-

hou. Prosp šn jší je rozd lení lé by na celý den. P i vzniku akutních problém  bývá k dis-

pozici odborná léka ská pomoc; [7]. 
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2.5.3 Alternativní lé ba 

Alternativní lé ba se jen velmi z ídka indikuje samostatn , má však podp rný efekt p i lé  

celkové. Jedná se nap íklad o psychoterapii, která má ovšem ú inky pouze u postižených, 

kte í se s ní ztotož ují, využívající zejména autosugesci a relaxa ní techniky. Rozší enou 

podporou alopatické lé by je také víra, biblický výrok "V  a víra tvá t  uzdraví" hledá opo-

ru v psychice, ví e, i pozitivním myšlení, je tedy možné ji ozna it za ur itý druh psychote-

rapie. Známá je také klimatoterapie, která p sobí pozitivn  nap íklad u postižených psoria-

tickou artritidou. Pop ípad  tepelná lé ba teplo/chlad, která p sobí zejména proti bolesti. 

Existuje také homeopatický p ístup k lé ; [19]. 

2.5.4 Lé ba kmenovými bu kami 

Lé ba kmenovými bu kami je nová technologie, kterou se dají lé it poškozené chrupavky a 

kloubní artrózy. Tato lé ba pochází z USA. Metoda se provádí i ambulantn , v tšinou je 

nenáro ná a m žou jí využívat i starší pacienti. Postup lé by bu kami je založen na odebrání 

50 ml vlastní tukové tkán  v lokální anestezii. V 1 ml se nachází až 500 000 kmenových 

bun k, to je mnohem víc než v kostní d eni. Z tohoto lipoaspirátu se unikátním postupem 

izolují bu ky stromální vaskulární frakce (SVF) obsahující mesenchymální kmenové bu ky. 

Bu ky jsou poté aplikovány do okolí postiženého místa, kde dochází k regeneraci postiže-

ného místa. Lé ba SVF není žádná novinka a má dlouholetou a úsp šnou praxi všude ve 

sv ; [24]. 
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Obrázek 4: Kmenová bu ka 

 

  

 

 

2.5.5 Fyzioterapie 

U naprosté v tšiny onemocn ní pohybové soustavy je vhodná fyzioterapeutická lé ba. Mezi 

doporu ované cviky pat í zejména ty, které posilují kosterní svalstvo a dopomáhají pružnos-

ti kloubních vaz . D raz je vždy kladen na maximalizaci zachování funkce kloubu a rozsahu 

jeho pohybu. D ležitá je také úprava životosprávy, která se asto váže na úpravu hmotnosti 

postiženého, nebo  jak bylo výše uvedeno, nadváha nadm rn  zat žuje klouby a je tedy 

ekážkou efektivní lé by. asto je nutné také omezení aktivity a  už na dobu nezbytn  

nutnou, nebo trvale. Nadm rná aktivita (zejména v p ípad  profesionálních sportovc ) rych-

le opot ebovává klouby. Vhodné je také vzd lávání postiženého a v p ípad  psychických 

blok  (nap íklad z d vod  deformit) také psychologická pomoc; [19]; [12]. 
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2.5.6 Lé ba farmaky 

Z d vodu asté bolestivosti nemoci, a to jak v klidovém stavu (nap . revma), tak p i pohybu 

(nap . artróza) i p enesené bolesti na okolní tkán  (nap . psoriatická artritida) jsou postiže-

ným podávána analgetika. V závislosti na povaze onemocn ní jsou podávány nap . nestero-

idní antirevmatika. V p ípad  akutního stavu je možná intraartikulární aplikace glukokorti-

koid . P i osteoartróze je lé ba asto podpo ena leky skupiny SYSADOA (symptomatic 

slow acting drugs of osteoarthritis), (vzorce chondroitin sulfátu, glukosamin sulfátu jsou 

spole  s dalšími vybranými vzorci uvedeny jako p íloha . I. teto diplomové práce), které 

obnovují metabolickou rovnováhu v chondrocytech, snižují bolestivost onemocn ní a jsou 

protizán tlivé; [12]. 
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2.6 Dopl ky výživy 

U dopl  výživy je i p es velký zájem v dc  stále mnoho otazník  a nejistot. Obecn  se 

uvádí jejich ú inek analgetický, regenera ní a protizán tlivý. Mezi suplementa s n kterým z 

výše uvedeného p sobení pat í želatina, EPA a DHA (ln né semínko, rybí tuk), GLA (pu-

palka dvouletá, olej brutnáku léka ského a olej erného rybízu), glukosamin, chondroitin a 

MSM. V tšinou se jedná o kombinaci více ú inných složek, která ješt  dopln na o vápník, 

fosfor, ho ík, bor, selen, mangan, vitamin C, vitamin E a biotin. Tato kapitola podrobn  

pojednává pouze o glukosaminu, chondroitinu a MSM, nebo  ty jsou hlavními složkami 

dopl  výživy p i terapii onemocn ní pohybového aparátu.  

2.6.1 Glukosamin 

Glukosamin je aminocukr (aldosamin) syntetizovaný z glukózy a glutaminu. V t le stimuluje 

tvorbu glycosaminoglykan  a proteoglykan , dvou stavebních prvk  chrupavky. Vyskytuje 

se ve form  stabilních solí (síranu a chloridu) i jako N-acetylglucosamin. Nej ast ji dostup-

nou formou je glucosamin sulfát, který se získává z korýš  a m kkýš  a dopln k je bez ved-

lejších ú ink  a kontraindikací. Výrobci doporu ují nej ast ji užívání 1500 mg glucosaminu 

denn . Dopl ky glukosaminu získaly popularitu jako alternativa k terapii nesteroidními anti-

revmatiky a díky možným chondroprotektivním ú ink m. Prodejci tvrdí, že glukosamin 

zmír uje bolest kloub , podporuje tvorbu kloubní chrupavky a kloubního mazu. Tento fakt 

byl potvrzen n kolika studiemi, ale ke zlepšení došlo spíše u pacient  s mírnými projevy. 

2.6.2 Chondroitin sulfát 

Chondroitin sulfát je glycosaminoglykan spojující bu ky v živo išných tkáních. Je složen 

z glucuronové kyseliny a N-acetylgalactosaminu. Jeho význam je p i stavb  a regulaci tkání. 

Existuje n kolik druh  ozna ených písmeny A-E, pro ú ely této práce je d ležité zmínit: A 

(chondroitin-4-sulfát), který se nachází hlavn  v pojivových a epitelových tkáních (tvo í až 

40 % chrupavek, dále kosti a pokožku). 
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C (chondroitin-6-sulfát) je také v pokožce, šlachách a chrupavkách. 

Chondroitin jako dopln k se vyrábí z chrupavek krav, vep , žralok  a pták , nebo  chon-

droitin není jednotnou substancí, jeho složení je v každém dopl ku jiné. Bohužel doposud 

nejsou žádné závazné normy pro složení a správné ozna ení tohoto dopl ku. Dle analýz 

iceti dvou dopl  bylo pouze p t ozna ených správn  a více než polovina obsahovala 

mén  než 40% udávaného množství. [24] 

Chondroitin se nej ast ji v dopl cích vyskytuje s glucosaminem (studie viz. glucosamin). 

koliv díky popularit  vzniklý test [25] efektu chondroitinu a glukosaminu na onemocn ní 

kloub  neprokázal statisticky významný efekt p i užívání dopl  po dobu 6 m síc  (zlep-

šení jen v podskupin  s velkou bolestí) studie na zví atech ukázaly významné zlepšení sle-

dovaných parametr . [13] 

2.6.3 Methylsulfonylmethan 

MSM (methylsulfonylmethan) je p irozen  se vyskytující sirnou slou eninou odvozenou od 

dimetylsulfoxidu (DMSO). Objevitelem je Stanley Jacobs z univerzity v Oregonu. DMSO se 

používá jako mast p i artritid i v kapkách p i zán tu mo ových cest. N kolik klinických 

pokus  z let 1960-1970 ohlásilo analgetický ú inek DMSO p i orálním užívání u zán  

kloubu, revmatismu a dn . Nevýhodou užívání DMSO preparátu byl zápach a esneková 

chu  v ústech, což u MSM, jakožto metabolizovaného produktu odpadá. Z potravních 

zdroj  se MSM dle studie dokumentující jeho p ítomnost vyskytuje v mléce, rybách, ch es-

tu, vojt šce, ep , zelí, obilí, cizrn , raj atech, jablkách, malinách, piv  a aji. Výrobci do-

pl  doporu ují p íjem 500mg až 8000mg denn  formou kapslí i tobolek, nejlépe 

v kombinaci s glucosaminem. [26] 
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2.6.4 Kolagenní peptidy 

Kolagenní peptidy jsou hlavní ú innou složkou dopl  stravy, je možné je ozna it za sta-

vební kameny kolagenu. Obsahují vysoké dávky glycinu a prolinu, hydroxyprolinu a hydro-

xylyzinu, jež jsou nezbytné pro vystav ní pevné struktury kolagenních vláken. Kolagenní 

peptidy zvyšují tvorbu kolagenu a podporují tvorbu chrupav itých i okolních tkání kloubu a 

urychlují tak regenera ní proces. Blíže jsou kolagenní peptidy p edstaveny v následující ka-

pitole. 
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3 KOLAGEN 

Kolagen je zodpov dný za pružnost a pevnost chrupavky.  V p edchozí kapitole bylo po-

psáno, co zp sobuje jeho nedostatek a jak je možné jeho absenci lé it, a kterými látkami 

potravinových dopl  je vhodné jeho tvorbu a jeho regeneraci podpo it. Tato kapitola se 

bude zabývat vlastnostmi kolagenu, strukturou a jeho typy.  

3.1  Základní fakta  

Kolagen je nej ast ji se vyskytující živo išná bílkovina, která je nezbytnou sou ástí všech 

pojivových nebo podp rných tkání. Známe celkem 27 typ  kolagenu, v lidských tkáních jich 

bylo nalezeno 11 typ  a rešerše dále pokra uje, nebo  kolagen je významnou složkou vnit -

ního podp rného mechanismu kostí, chrupavek, šlach, vaziva, k že, rohovky a dalších t l-

ních orgán . Také se podílí na stárnutí organismu.  Nejhojn ji zastoupené typy kolagenu 

jsou I-V, které jsou také nejvíce prozkoumány. Tato práce se jimi bude zabývat 

v následující kapitole. Nyní p edstavuji vlastnosti kolagenu.  

3.2 Vlastnosti kolagenu  

Kolagen je rozší en v celé íše živých organism  s výjimkou jednobun ných a pat í mezi 

technicky nejd ležit jší vláknité bílkoviny. Je hlavní složkou pojivových tkání, kterým zajiš-

uje správnou funkci, zejména v souvislosti s jejich mechanickými vlastnostmi.  Kolagen 

edstavuje až 30% všech bílkovin v t le. Je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou 

tém  neomezené. Proto se hledají nové možnosti jeho zpracování a využití. Pro práci s ním 

je však nezbytné znát jeho vlastnosti, a tedy v této ásti diplomové práce jsou popsány jeho 

základní charakteristiky. [14]  

3.2.1  Fyzikáln - chemické vlastnosti  

Podobn  jako jiné bílkoviny, má kolagen polyelektrolytický charakter, což znamená, že se 

náboj molekuly kolagenu m ní v závislosti na zm  pH. N které ze skupin jeho postran-

ních et zc  ionizují v zásaditém a n které v kyselém prost edí. V siln  zásadité oblasti je 
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náboj molekuly záporný, v siln  kyselé je kladný. Izoelektrický bod nacházíme p i pH 7. Je 

to hodnota pH p i které je po et proton  p ipojený ke skupin  -NH2 roven množství proto-

 odtržených od skupiny -COOH; [22]. 

Další udávanou vlastností je stabilita kolagenu v hydrotermálním prost edí. Kolagenní vlák-

na se ve vodném prost edí zkracují p ibližn  o jednu t etinu. D vodem tohoto smršt ní je 

št pení v intra- a intermolekulárních vazbách. Vazby tohoto typu udržují spirální stavbu v 

kolagenovém vlákn . Zkrácení zp sobuje št pení vodíkových vazeb, zp sobené izotropními 

inidly. Teplota nezbytná pro tuto reakci se u savc  pohybuje od 60°C do 65°C; [22]. 

i zah ívání ve vodním prost edí z kolagenu vzniká kolagenní želatina. P i teplot  90 °C 

jsou p erušeny vazby mezi polypeptidovými et zci a kolagen pak vytvo í želatinový sol – 

i ochlazení pak znovu vzniká organizovaná struktura, ovšem s možnými modifikacemi. 

Dlouhodobým p sobením teploty dochází k áste né hydrolýze kolagenu – tedy ke zm  

jeho primární struktury, ili denaturaci. P i zp tném ochlazení želatiny vzniká op t kolagen s 

více, i mén  organizovanou strukturou. Tento proces je nazýván renaturací; [8]. 

Kolageny jsou p ibližn  z 20% tvo eny vodou. Ta je nezbytná proto, aby byly udrženy fyzi-

kální vlastnosti kolagenu. Ve stoprocentn  hydratovaném stavu se uvol ují pohybová ome-

zení peptidových et zc . Proto, obsahují kolageny dva druhy hydrofilních center, které tuto 

hydrataci zajiš ují. Prvním z nich jsou peptidické vazby kyslíku a dusíku, druhým jsou po-

lární skupiny v et zcích n kterých aminokyselin; [8]. 

Kolagen se z fyzikáln -chemického pohledu adí mezi gely. Koloidní soustavy, u nichž je 

nejd ležit jší vlastnosti bobtnání. P i pono ení do vodného prost edí kolagenní vlákna ome-

zen  bobtnají. První p inou je hydratace hydrofilních center (popsaných výše), jedná se o 

tzv. hydrata ní vodu, která je odstranitelná pouze sušením. Druhou p inou je bobtnací 

voda, tu lze odstranit mechanicky. Slou eniny, odpov dné za toto bobtnání, mohou mít 

schopnost št pit vodíkové vazby, pop ípad  rozpoušt t kolagen (p i vysoké teplot  ve vod-

ném prost edí); [7]. 
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3.3  Struktura  

Struktura kolagenu je nám tem pro etné výzkumy. Od osmdesátých let jsou u živo ich  

objevovány stále nové kolagenní struktury. Následující ádky jsou p iblížením stávajících 

poznatk  v této oblasti. V úvahu jsou ty i struktury -primární, sekundární, terciární a kvar-

térní. Pro popis struktury je použit kolagen prvního typu (typ I) a to z d vodu omezeného 

rozsahu práce a odlišnosti struktur jednotlivých peptidových et zc . Nicmén  struktury 

dalších typ  kolagen  jsou nám tem pro budoucí výzkumy a to sice p edevším praktické, 

nebo  jejich teorie již byla popsána; [14]. 

Primární struktura popisuje sekvenci aminokyselin v peptidovém et zci, popisuje charak-

ter peptidových vazeb a znázor uje polohu, po et a charakter vedlejších vazeb. Charakteris-

tickou kyselinou kolagenu je hydroxyprolin, vznikající modifikací prolinu za ú asti kyseliny 

askorbové, který se ve v tším množství nachází prakticky pouze v této bílkovin .[27] Obsa-

huje také samotný prolin, který spolu s hydroxyprolinem podmi uje jeho sterickou rigiditu a 

odlišnou orientaci polypeptidických et zc  než je tomu v p ípadech bílkovin obsahujících 

menší množství cyklických aminokyselin. Kolagen obsahuje také zna né množství glycinu 

(330 mol/1000mol aminokyselin), který tvo í pom rn  pravideln , každou t etí aminokyse-

linu v sekvenci et zc . Toto rozložení umož uje spojení et zc  do trojité šroubovice, po-

psané níže, v rámci sekundární struktury kolagenu. D ležitou látkou v kolagenu je také hyd-

roxilyzin, který je významný p edevším díky své vázanosti na cukerné složky. Charakteris-

tická je také p ítomnost tyrozinu, nahromad ného v telopeptidech (terminálních peptidech). 

V pom rn  malém množství jsou zastoupeny leucin a izoleucin, metionin a cystein. Cystein 

se v kolagenu I. typu vyskytuje pouze u nejnižších organism . Metionin má svou funkci 

edevším p i bromkyanovém št pení p i studiu primární struktury kolagenu; [27]. 

Díky studiu primární struktury kolagenu bylo zjišt no, že jsou v n m prost ídány polární a 

apolární oblasti, p emž polární oblasti je možné rozd lit na obsahující bazické a kyselé 

aminokyseliny. V apolárních ástech se pravideln  st ídají sekvence Gly-Pro-R.4 Jeden et -

zec tvo í p ibližn  1000 aminokyselin, celá molekula má potom p ibližn  trojnásobný ami-

nokyselinový obsah; [28]. 
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Sekundární struktura popisuje prostorové uspo ádání, jež je dáno sekvencí aminokyselin 

a fixováno jejich nevazebnými interakcemi. Struktura kolagenu je jako u v tšiny protein  

Helix pravoto ivá. Na rigidním uspo ádání polypeptidového et zce se podílí intramoleku-

lové vodíkové vazby C  -N a C  – CO, vycházející z  uhlíkového atomu; [27]. Základem 

sekundární struktury kolagenu je levoto ivá polypeptidová šroubovice se stoupáním 

0,95nm, která je svinutá do pravoto ivé struktury superhelixu. (viz obrázek . X). Jednotli-

vé peptidy jsou od sebe vzdáleny 0,286 nm a celková délka et zce je 290nm, což je charak-

teristický rys práv  kolagenu, nebo  jinde se vyskytuje pouze u protein  s podobnou sek-

vencí aminokyselin; [28].  

i výzkumu terciární struktury kolagenu je pozornost zam ena na konformaci polypep-

tidového et zce, tedy na jednotlivé prvky sekundární struktury a jejich prostorové uspo á-

dání. Terciární struktura je tvo ena t emi navzájem ovíjejícími se levoto ivými et zci tvo í-

cími trojitou pravoto ivou šroubovici o pr ru 1,4 nm v délce 290 nm. Takto vzniklý pro-

vazcovitý útvar se nazývá tropokolagen, který je základní stavební jednotkou kolagenu. 

Jeho soudržnost je dána sousedícími vodíkovými vazbami, které vznikají, pouze když jsou 

všechny t i et zce v t sné blízkosti. Tuto blízkost zajiš uje p ítomnost glycinu; [28].  

Kvartérní struktura stanovuje kolagen jako fibrální bílkovinu, jeho struktura je tedy 

vláknitá. Fibrily jsou dlouhé a pevné a vyskytují se ve všech pojivových tkáních. Jena mole-

kula m í p ibližn  300nm. Jednotlivá vlákna je možné dále lenit, a to až na mikrofibrily s 

uspo ádáním C -konec a N- konec; [28].  

3.4  Jednotlivé typy kolagenu 

Struktura jednotlivých typ  kolagen  se liší sekvencemi aminokyselin v polypeptidových 

et zcích. Tyto rozdíly se odrážejí p edevším ve stupni polymerizace a agregace molekul. 

Ze sedmadvaceti doposud známých typ  kolagenu je v této práci p edstaveno 5 typ  ko-

lagenu. T chto p t typ  kolagenu se vyskytuje v lidském organismu a plní v n m nezastupi-

telné role.  
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3.4.1  Kolagen typu I  

Kolagen prvního typu je v lidských tkáních nejrozší en jší. P edstavuje p ibližn  90 % všech 

kolagen  v lidském t le. Sestává se z jednotlivých kolagenních vláken dlouhých 1-20 µm, 

které mají strukturu triple-helixu, který tvo í t í polypeptidické et zce obsahující ve velké 

mí e aminokyseliny glycin, prolin, hydroxyprolin a hydroxylysin (blíže popsáno výše). 

Strukturáln  obsahuje dva stejné et zce aminokyselin zna ené 1 a jeden et zec odlišný – 

2. Podle jeho rozpustnosti v r zných prost edích jej m žeme d lit na Neutral Salt Soluble 

Collagen (NSC), který je rozpustný pouze v neutrálních solích, Acid Soluble Collagen 

(ASC), rozpustný v kyselinách a Insoluble Collagen (ISC) který je z ásti rozpustný p i 

denaturaci a áste  nerozpustný[20].  Kolagen prvního typu je p evážn  p ítomen v kos-

tech, šlachách, pokožce a zubech. Tento typ kolagenu má širokospektrální využití, a to 

nejen v potraviná ské výrob  (nap íklad p i výrob  potravinových dopl  vyživujících 

kostní tká  p i lé  osteoporózy) ale také ve výrob  kosmetických p ípravk , kdy je obsa-

žen v p ípravcích proti stárnutí pokožky. Své místo má také p i výrob  chirurgických nití. Je 

také nosi em lé iv nebo stimulujících látek, p edevším díky svým fyzickým vlastnostem – 

pružnosti, vst ebatelnosti a nulové toxicit . Ve výzkumu je používán jako podklad pro p s-

tování tká ových struktur a je asto využíván p i výrob  tká ových náhrad; [29]. 

Obrázek 5. Kolagenová vlákna typu I 
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3.4.2 Kolagen typu II 

Na rozdíl od kolagenu prvního typu, obsahuje tento typ více hydroxylysinu a postranních 

et zc  sacharid . Je složen ze t í polypetidických 1 et zc  a jeho vlákno je pak 67nm 

dlouhé. Ze všech ostatních typ  kolagenu je nejhojn ji zastoupen v extracelulární matrix, 

kde p ispívá k podp rné funkci. asto je využíván ve tká ovém inženýrství, zejména proto, 

že slouží jako „pletivo“, na kterém se uchycují a správn  rozmis ují chondrocyty. Staví tedy 

pro optimální funkci chrupavky nezbytnou arkádovou strukturu. Je p evážn  nerozpustný 

(výjimkou je kolagen II embryí) a k jeho izolaci je používáno pepsidové št pení. Kolagen II 

se nachází v chrupavkách, kde tvo í p ibližn  50% celkového objemu, proto je spole  s 

kolagenem typu I z hlediska využitelnosti pro pohybový aparát nejd ležit jší;[14]; [29]. 

3.4.3 Kolagen typu III 

íve byl nazýván také retikulin, zejména proto, že jeho fibrily, spojené ve vlákna tvo í reti-

kulární sít , ve kterých jsou více i mén  pravideln  uspo ádány. Retikulární sít  jsou opo-

rou m kkých tkání, proto tento typ kolagenu nalezneme p edevším práv  v nich. P íkladem 

mohou být hladké svalové bu ky i nervová vlákna, obsažen je také ve st nách cév. Svou 

stavbou je zna  podobný kolagenu I, avšak obsahuje více proteoglykan  a glykoprotein . 

Odlišuje jej zejména p ítomnost disulfidických m stk  na konci -C s vysokým obsahem hyd-

roxyprolinu. Se stárnutím organismu tohoto kolagenního typu v tkáních ubývá, proto jej 

nalezneme p edevším v mladých tkáních; [14]; [29]. 

3.4.4 Kolagen typu IV 

Tento typ kolagenu netvo í ani fibrily, ani vlákna, je typem amorfním. Stejn  jako p edchozí 

typy je tvo en helikálními strukturami, k nimž jsou však p ipojeny také oblasti nehelikální, 

které jeho strukturu narušují. K jeho izolaci je vhodné použít proteolytického št pení pepsi-

nem. Je nazýván kolagenem bazálních membrán. et zce tohoto typu mají následující podo-

by: dva stejné et zce 1 a jeden odlišný 2; [7]. 
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3.4.5 Kolagen typu V 

Tento typ kolagenu se nachází hlavn  v zevních laminách svalových bun k, adipocyt  a 

gliových bun k, tyto bu ky najdeme v lidském t le. Je hodn  p íbuzný typu IV. [30]. 

3.4.6  Porovnání kolagenních typ   

Existuje mnoho systém , které t ídí kolageny do více než deseti skupin, ale nejvíce p evážn  

na základ  rozdílných biochemických parametr . [27]. 

Tabulka 1. Porovnání kolagenních typ  

Typ et zec Charakteristika Výskyt 

I. 

 

 

Trimer 

1(I), 2(I) 

 

 

1(I) 

Nej ast jší výskyt, 

vyšší obsah 3- a 4- 

 

hydroxyprolinu a 5-

hydroxylysinumálo 

hydroxylysinu  

 

Kosti, šlachy, k že, 

zubovina, vazivo, 

loha, cévy  

 

Nádorové útvary a 

zanícená ložiska 

II. 1(II) astý výskyt, relativ-

 bohatý na hydro-

xylysin  

a karbohydráty 

 

Chrupavky, sklivec 

oka 

III.  1(III) Bohatý na hydloxyly-

sin obsahující mezi e-

zcové difulsidické 

vazby  

 

že , cévy, d loha, 

retikulin 
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IV. 1(IV), 2(IV) Bohatý na hydroxyly-

sin, obsahuje rozsáhlé 

globulární regiony  

 

Bazální membrány 

V. 1(V), 2(V), 3(V) Stejný jako IV.  Spojovací tkán  

 

VI. 1(VI), 2(VI), 

3(VI) 

mikrofibrily Spojovací tkán  

 

VII.   Dlouhé et zce 

 

Zpev ujicí fibrily 

VIII.  1(VIII) Šroubovice za azená 

za sebou  

 

které endotelické 

bu ky 

 

IX. 1(IX), 2(IX), 

3(IX) 

Vedlejší protein 

chrupavek, nese gly-

kosaminoglykany 

 

chrupavky 

X. 1(X) Krátké et zce Hypertrofické chru-

pavky 
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3.5 Metabolismus kolagenu a jeho využití  

Výstavba kolagenové struktury má n kolik fází, n které z nich nejsou p i biosyntéze obvyk-

lé, což je dáno strukturou molekuly kolagenu. Je možné pozorovat ty i fáze: syntéza, 

agregace, polymerace, maturace. Následuje odbourávání, jako p irozený vývoj maturace. 

Jednotlivé fáze jsou p edstaveny níže. Abychom splnili jeho cíl práce a objasnili, pro  je 

kolagen používán p i lé  kloubních onemocn ní, následuje také popis využité metabolis-

mu.  

3.5.1 Syntéza 

První fází je syntéza, p i níž je p edpokládáno, že polypeptidický et zec fibrilárních protei-

 vzniká podobn  jako u globulárních. Tento p edpoklad je zatížen vysokou váhou et zce 

(získanou díky množství postranních et zc  a aminokyselin). Na syntéze se podílí n kolik 

ribozom , kdy na jejich povrchu vzniká peptidický et zec s vysokým obsahem prolinu. 

ed uvoln ním polypeptidického et zce je na základ  po adí okolních aminokyselin hyd-

roxylován lyzin a prolin. Pr h hydroxylace nezávisí na prostorovém uspo ádání et zc , 

jak prokázal Katchalski v roce 1967, a její porucha se projevuje sníženou stabilizací ko-

lagenní struktury [14]. 

Obrázek 6. Syntéza kolagenu 
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3.5.2 Agregace  

Tuto fázi je možné nazývat také fibrilogeneze, nebo  agregací tropokolagenových jednotek 

vznikají jednotlivá vlákna. Zrychlení této agregace zp sobují zejména chondroitin sulfáty a 

keratansulfát. Zpomalení je naopak zp sobeno nízkou koncentrací deoxyribonukleové kyse-

liny, heparinu a také zvyšováním iontové síly. Pro tvorbu fibril je d ležité také pH - v izoe-

lektrické oblasti (pH- 4,6) vznikají velmi rychle, ale jejich struktura je nedokonalá. P i pH 

6,5-9,0 dochází k agregaci pomaleji, avšak struktura fibril je již dob e uspo ádaná. Další 

složkou podílející se na fibrilogenezi jsou nekolagenní bílkoviny obsažené ve vazivech, 

zejména pak 1-glykoprotein [14]. 

3.5.3 Polymerace 

Kolagenní fibrily jsou pomocí p inných vazeb spojeny do vyšších celk , což má velmi d -

ležitý vliv zejména na mechanické vlastnosti této bílkoviny, ale také na vlastnosti biologické, 

fyzikáln - chemické a metabolické. Spole  se zm nou po tu t chto vazeb se m ní také 

jeho bobtnavost a teplota jeho denaturace [14]. 

3.5.4 Maturace 

Maturace neboli zrání i stárnutí, je poslední fází výstavby kolagenu a závisí p edevším 

na side-to-side vazbách, které p i bobtnání dávají vzniknout prostorovému polymeru. Vazby 

head-to-tail lokalizované na konci molekuly na tuto fázi vliv nemají, ovliv ují však teplotu 

denaturace molekuly [14]. 

3.5.5 Odbourávání  

V organizmu existuje systém schopný intenzivního odbourávání kolagenu, zejména proto, 

že jeho polo as je pom rn  krátký. Jako p íklad uve me nezbytnost rychlé látkové vým ny 

i p estavb  kostí, fyziologických stavech d lohy po porodu a jiné. Snížená funkce odbou-

rávání kolagenu vede ke zvýšenému ukládání pojivové tkán , což m že vést k r zným one-
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mocn ním, nap íklad kolagenní kolitid i jaterní fibróze. P i této fázi lze identifikovat t i 

rozdílné reakce na kontakt proteolytických enzym  s kolagenem. Prvním z nich je eliminace 

telopeptid  št pením kolagenu skrze specifické procesy zažívacího traktu (nap . pepsin, 

trypsin). Druhým je odšt pný ú inek bakteriálních kolagenáz, který je vázaný na sekvenci 

ty  aminokyselin se sou asným požadavkem blokády C a N konce. T etím proteolytickým 

enzymem je kolagenáza z ocasu pulce Rana Catesbiara, objevená také u lov ka, která zp -

sobuje sou asné št pení všech t ech polypeptidických et zc . Zvýšená intenzita tohoto 

št pení doprovází nap íklad revmatické choroby. Odbourávání je velmi d ležitou sou ástí 

metabolismu kolagenu, jeho zvýšená i snížená funkce však doprovází závažná onemocn ní. 

Detailní mechanismus odbourávání kolagenu a p iny jeho poruch jsou však z hlediska roz-

sahu této práce p edm tem dalšího zkoumání [14]. 

3.5.6 Využití metabolismu kolagenu  

Práv  díky detailní znalosti celkového metabolismu a funkce kolagenu v lidském organismu, 

dokážeme identifikovat p sobení jeho nedostatku. Víme, že kolagen má metabolismus po-

rn  rychlý, proto je také možné jeho obsah rychle dopl ovat. Známe také látky, které 

blokují výstavbu p ných vazeb v kolagenních strukturách. Adam s Vykydalem [11], kla-

dou d raz zejména na všechny látky, které ovliv ují ú inek lyxodiázy a také látky s chela-

ta ním ú inkem, EDTA a -aminopropionitril. Velmi d ležitou roli hraje ve fázi syntézy 

kyselina askorbová (vitamín C), jejíž nedostatek zp sobuje výrazný útlum tvorby kolagenu z 

vodu blokování hydroxylace prolinu na hydroxyprolin. Tyto a mnoho dalších poznatk  

jsou nezbytné pro efektivní výrobu potravinových dopl , které mají za úkol vyživovat a 

regenerovat, i vystav t synoviální klouby. Potravinové dopl ky tohoto typu, popsané již 

výše, se pak mohou stát dopl ky lé by, i prvky prevence, s prokazatelnými ú inky p i 

dlouhodobém užívání [10], [14]. 
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3.6 TECHNOLOGIE VÝROBY KOLAGENU 

i tení popisu u mnoho výrobk  z kolagenu se m žeme do íst, že jsou r zné druhy. Nap . 

hov zí, vep ový, rostlinný, hydrolyzovaný, hydrát, nativní. Tyto pojmy ale nám toho moc 

ne eknou. D ležité je v t, že nejd ležit jší jednotkou kolagenu je tropokolagen. Tropo-

kolagen je bílkovina bohatá na dv  aminokyseliny: hydroxyprolin a hydroxylyzin. Hydroxy-

prolin je aminokyselina, která tvo í mezi molekulami p né vazby. Tyto vazby zvyšují me-

chanickou pevnost kolagenních vláken. [27]. Níže uvedu pár druh  kolagenu.  

3.6.1 Hydrolyzovaný kolagen  

Jiným názvem se mu íká želatina. Vzniká následkem termického rozpadu sí ových peptido-

vých vazeb kolagenových bílkovin, jejíž délka molekulových et zc  je v tší než 100.000 

dalton . Díky tomu poskytuje želatina svou základní vlastnost a tou je schopnost tvo it za 

ur itých podmínek gel. P i tvorb  želatiny není pot eba chránit jemnou kolagenovou struk-

turu. Suroviny k výrob  želatiny jsou nejd íve poddávány úvodnímu procesu p i spoluú asti 

silných kyselin i zásad. Proto jsou podmínky získávání hydrolyzátu mnohem drasti jší a 

umož ují využívat mnohem širší spektrum surovin kolagen obsahujících, tedy nap . kostí. 

Vzhledem k jeho snadné dostupnosti a jeho velkému množství bývá velice levný.  [23], [9] 

3.6.2 Lyofilizovaný kolagen 

Lyofilizace je jednou z metod získávání sušených produkt . Je založena na sublima ním 

vysoušení, ke kterému dochází v nízké teplot  (pod 0°C) a za velmi sníženého tlaku. Tento 

proces bývá používán k sušení obzvlášt  citlivých látek a slou enin, zejména takových, které 

jsou citlivé na oh ívání.  P i tomto procesu si aktivní látky neni í své cenné složky, jako jsou 

vitamíny, bílkoviny, enzymy, minerální látky apod. Tento preparát obsahuje minimální 

množství vody a nepot ebuje být konzervován. Po lyofilizaci lze získaný preparát op t 

snadno vodou z edit, aniž by došlo ke ztrát  jeho organoleptických a biologických vlastnos-

tí. Tento druh bývá používán v dopl cích stravy, které jsou ur eny k regeneraci pokožky, 

kostí a chrupavek. [25] 
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3.6.3 Mikrokolagen 

Název mikrokolagen bývá nej ast ji používán pro menší molekuly bílkovin (oligopeptidy), 

které svým p sobením molekuly p írodního kolagenu p ipomínají. Tyto ástice dokáží 

ovlivnit nejen produkci kolagenu, ale i dalších složek škáry. Mikrokolagen je vyráb n 

v biotechnologických laborato ích a bývá modifikován dodáváním tukových molekul, které 

zvyšují jeho stabilitu a napomáhají mu snadn ji pronikat ochrannými vrstvami pokožky. [25] 
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4 MOŽNOSTI ANALÝZY A CHARAKTERIZACE KOLAGENU 

Zna né uplatn ní nap . p i vysokoú inných separacích aminokyselin, peptid  a bílkovin má 

dnes kapilární zónová elektroforéza, oblíbena p edevším p i kvalitativní analýze. Z metod 

používaných k charakterizaci kolagenu se nej ast ji využívá elektroforetické stanovení mo-

lekulové hmotnosti podjednotek kolagenu metodou PAGE-SDS.  

Využít lze i spektrometrii, prom ováním UV-VIS spekter p i r zných vlnových délkách 

(200 – 460 nm) je možné vid t slabou absorbanci známých chromofor  tyrosinu a fenylala-

ninu, protože pat í, co do kvantity, mezi mén  se vyskytující aminokyseliny v kolagenech. 

Pozitivní pík okolo 223 nm a negativní pík okolo 204 nm jsou charakteristické znaky pro 

trojitou helikální strukturu kolagenu. K odhadu sekundární struktury kolagenu lze využít 

spektra cirkulárního dichroismu nebo pomocí identifikace – NH funk ních skupin, infra er-

venou spektroskopii s Fourierovou transformací. 

Vysokoú inné separa ní metody (HPLC) nabízí variabilitu, p esnost a reprodukovatelnost 

stanovení. asto bývá analyzováno aminokyselinové složení kolagenových vzork  na auto-

matickém analyzátoru aminokyselin, pracujícím na principu ionexové chromatografie 

s postkolonovou derivatizací ninhydrinem a fotometrickou detekcí. Lze také použít RP 

HPLC v kombinaci s vodnými mobilními fázemi a detekcí UV-VIS nebo fluorimetrickou. 

Velmi cenné je využití hmotnostní spektrometrie, nabízející možnost ur ování strukturního a 

prostorového uspo ádání molekul. [31] 

4.1.1 Vysokoú inná kapalinová chromatografie 

HPLC se vyvinula z plynové chromatografie v po átcích 70. let. Vysokých ú inností se do-

sahuje použitím stacionárních fází, které obsahují malé ástice pravidelného tvaru a jednotné 

velikosti, které homogenn  vypl ují kolonu. Tím se dosahuje ú inností ádov  desítek tisíc 

pater na metr kolony. Pr tok mobilní fáze je zajišt n vysokým tlakem (jednotky až desítky 

MPa) – proto také bývá tato metoda n kdy nazývána vysokotlaká kapalinová chromatogra-

fie. Dávkují se malá množství vzorku ( ádov  mikrolitry). K detekci jsou nutné citlivé de-
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tektory, které umož ují kontinuální monitorování látek na výstupu z kolony. Signál detekto-

ru se zpracovává po íta em. Z výše uvedeného je z ejmé, že HPLC vyžaduje pom rn  ná-

ro nou instrumentaci.  

Vysokoú inná kapalinová chromatografie (HPLC – High Performance Liquid Chromato-

graphy) se adí mezi nej ast ji používané separa ní metody. Vyniká vysokou ú inností, 

dobrou opakovatelností a robustností. Tato metoda je vhodná pro d lení organických mén  

kavých kapalných a tuhých látek, které jsou rozpustné ve vod , v organických rozpoušt -

dlech nebo z ed ných kyselinách. [29] 

HPLC je založena na separaci analyt  na základ  jejich distribuce mezi stacionární a mobilní 

fázi, která je vždy kapalná. Stacionární fáze je zakotvená v chromatografické kolon . B -

hem separace dochází k mnoha typ m interakcí. Uplat ují se interakce analyt  s mobilní 

fází, interakce mobilní fáze se stacionární fází a sorpce analyt  na stacionární fázi. [30] 

Vysokoú inný kapalinový chromatograf pracuje tak, že jsou vzorky dávkovány dávkovacím 

ventilem do mobilní fáze. Ta unáší jednotlivé složky vzorku na kolonu, kde dochází k opa-

kovanému ustanovení rovnováhy mezi mobilní a stacionární fázi a k separaci analyt  dle 

fyzikáln -chemických vlastností. Po pr chodu separa ní kolonou jsou analyty v mobilní fázi 

detekovány v pr tokové cele detektoru. M enou veli inou je fluorescence, absorbance, 

index lomu, elektrická vodivost. Výstupem z detektoru je grafický záznam závislosti odezvy 

detektoru na reten ním ase, tj. chromatogram, na n mž se hodnotí plocha nebo výška píku. 

Kvantitativní analýza se provádí na principu ode tení výsledku z kalibra ní k ivky. [29] 

Jako nápl  kolon (stacionární fáze) se používají polární nemodifikované adsorbenty (sili-

kagel, mén asto oxid hlinitý) nebo nápln  s chemicky vázanými stacionárními fázemi na 

silikagelovém nosi i. Jako mobilní fáze se v tšinou užívá voda, organická rozpoušt dla a 

jejich sm si. 

Je-li stacionární fáze polárn jší než mobilní fáze, mluvíme o systémech s normálními fázemi. 

V opa ném p ípad  jde o systém s obrácenými fázemi. [30] 
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Použití: 

 stanovení organických kyselin 

 bílkovin 

 vitamín  

 lé iv 

 zných metabolit  

Obr. 7 Princip chromatografie  
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- Mobilní fáze 

Mobilní fází v RP HPLC m že být nap . voda, methanol, acetonitril a jejich sm si v r zných 

vzájemných pom rech, pufry a další. Zásobníky jsou sklen né láhve, kterých m že být n ko-

lik s navzájem r znými mobilními fázemi, které je možné spolu automaticky mísit v p edem 

zvoleném pom ru. 

- Stacionární fáze 

Stacionární fáze je tvo ena mikro ásticemi silikagelu (3-10 um) na kterých je navázána 

vlastní stacionární fáze. Vlastní stacionární fáze m že být tvo ena nap íklad nepolárními 

uhlovodíky (C8 – oktan, C18 – oktadekan), nebo polárn jšími uhlovodíky s funk ní skupi-

nou. 

 

- Vysokotlaká pumpa 

Vysokotlaká bezpulzní pumpa je velmi d ležitou sou ástí HPLC aparatury. Kolony pro 

HPLC jsou pln ny mikro ásticemi (viz stacionární fáze), které p i pr chodu mobilní fáze 

kladou zna ný odpor. Z toho d vodu musí být mobilní fáze pod vysokým tlakem (až 40 

MPa), aby mohla projít p es kolonu. Dostate ný tlak a konstantní pr tok mobilní fáze zajiš-

uje práv  vysokotlaká pumpa.  

- Dávkování 

Vzorek je dávkován do proudu mobilní fáze pomocí dávkovací smy ky nebo pomocí auto-

matického dávkova e. 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 53 

 

- Kolona 

Zpravidla se jedná o nerezovou trubici o vnit ním pr ru okolo 4 mm a délce typicky 5-25 

cm, která je napln na stacionární fází. O schopnosti kolony separovat ur ité sm si 

na jednotlivé složky op t rozhoduje zejména typ stacionární fáze zakotvené na silikagelo-

vém nosi i (viz stacionární fáze). 

- Detektor 

Metoda HPLC využívá tyto typy detektor : spektrofotometrický detektor (UV-VIS), 

fluorescen ní detektor, hmotnostní spektrometr, refraktometrický detektor a další. Volba 

detektoru op t závisí na konkrétní aplikaci. asto používaným detektorem je detektor 

spektrofotometrický (UV-VIS) a fluorescen ní. Podmínkou použití t chto detektor  je, aby 

daný analyt absorboval zá ení ur ité vlnové délky (UV-VIS detekce) anebo aby emitoval 

fluorescen ní zá ení (fluorescen ní detekce). Pokud analyt sám o sob  neabsorbuje zá ení 

v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluorescen ní zá ení, je použití t chto detektor  

podmín no derivatizací vzorku (vzorek je chemickou reakcí p eveden na slou eniny, které 

mají pot ebné vlastnosti - absorpce UV-VIS, fluorescence). 

Detektor diodového pole (DAD) umož uje získat spektrální data látek v pr hu celé 

analýzy. Pr tokovou celou prochází polychromatické sv tlo, transmitované zá ení je 

spektráln  rozkládáno holografickou m ížkou, takže na každou z miniaturních fotodiod 

umíst ných na desti ce o délce cca 1 cm dopadá zá ivý tok o ur ité vlnové délce zeslabený 

absorpcí v pr tokové cele detektoru. Použití DAD je podmín no softwarovým zázemím, 

které umož uje nap . pr žné hodnocení tzv. " istoty pík ", identifikaci neznámých složek 

pomocí spektrální knihovny, rychlé stanovení absorp ního maxima látky, kvantifikaci pík  s 

odlišnými spektrálními vlastnostmi v jedné analýze. 

- Popis  HPLC analýzy 

Aparaturou protéká mobilní fáze, která je ze zásobních lahví vedena p es vysokotlakou 

pumpu do kolony, z ní do detektoru a dále pak do odpadu. Dávkova em je do proudu mo-
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bilní fáze nadávkován vzorek ( ádov  n kolik málo ul). Vzorek je unášen mobilní fází 

do kolony, kde dochází k separaci jednotlivých složek. Výstup z kolony vede do detektoru, 

kde jsou jednotlivé složky detekovány. Signál z detektoru je zaznamenáván pomocí PC a 

tisknut v podob  chromatogramu. [29,30] 

4.2 Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie je fyzikáln  chemická metoda ur ování hmotnosti atom , mole-

kul a molekulových fragment  po jejich p evedení na ionty. Podstatou této metody je roz-

dílné chování iont  s r znou hmotností v elektromagnetickém poli. Tato metoda má velmi 

dobrou vypovídací schopnost o struktu e analyzovaných látek, hlavní oblastí jejího analytic-

kého využití je zejména stopová analýza organických látek s d razem na zjišt ní jejich struk-

tury.  

Všechny hmotnostní spektrometry jsou složeny ze stejných základních ástí: 

- Iontový zdroj 

- Hmotnostní analyzátor 

- Detektor 

- ídící po íta  

Hmotnostní spektrometry pracují v prost edí silného vakua. Iontový zdroj slouží k p evede-

ní analyzované látky do ionizovaného stavu, zde dochází k v tšin  fragmenta ních reakcí. 

Hmotnostní analyzátor umož uje rozd lit v prostoru nebo ase sm s iont  o r zných hmot-

nostech. Detektor poskytuje analogový signál úm rný po tu dopadajících iont . Získaný 

signál je poté p eveden do po íta e a následn  zpracován do formy hmotnostního spektra. 

[29,30] 
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II. Praktická ást 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem diplomové práce bylo charakterizovat preparáty na bázi kolagenu pro použití jako 

dopl ky stravy pomocí moderních analytických metod.  

Pro separaci jednotlivých složek byla zvolena metoda HPLC a následn  byla nasnímána flu-

orescen ní spektra, která byla dopln na jejich analýzou a získání charakteristických parame-

tr  na základ , kterých by bylo možné jednotlivé kolagenní preparáty ur it p ípadn  i stano-

vit. 

Celkem bylo zkoumáno sedm vzork . Provedená m ení jsou prezentována i na p iložených 

obrázcích. V této diplomové práci byly analyzovány vzorky pomocí HPLC metody, která je 

v dnešní dob  velmi efektivním nástrojem k analýze. Nedílnou sou ástí práce byla p íprava a 

kalibrace p ístroje a dále pak optimalizace p ístroje pro analýzu. Následn  byly na p ístroji 

zm eny vzorky a výsledné koncentrace porovnány.  
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5.1 Použité p ístroje, za ízení a pom cky 

- UV/VIS spektrometr – Lambda 25 

- Hmotnostní spektrometr – Amazon III. 

- UHPLC systém Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem 

- Laboratorní váhy, odm rné ba ky, pipety, kádinky 

5.1.1  Lambda 25 

- Ovládání pomocí softwaru UV WinLab 

- Rozsah: 190 nm – 1100 nm 

- Ší ka pásma: 1 nm (fixní) 

 UV-VIS spektrofotometr LAMBDA 25 je vhodný pro m ení absorp ních spekter v rozto-

cích studovaných látek v libovolných rozpoušt dlech.  

ístroje lze využít k záznamu p ehledových spekter ve zvolené oblasti, ke studiu chemic-

kých reakcí a d  závislých na ase (kinetická m ení), k m ení p i vybraných vlno tech 

nebo v inertním prost edí. Lze studovat organické, anorganické a komplexní slou eniny, 

produkty chemického pr myslu p ípadn  jiných pr myslových odv tví. 

Obrázek 8. Lambda 25 
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5.1.2 UHPLC Systém Dionex Ultimate 

Kapalinový chromatograf se skládá z degasseru, dvou ternárních gradientových pump, au-

tosampleru s dávkovací smy kou, kolonového prostoru, v n mž se nachází kolona, na které 

bude provád na analýza DAD a fluorescen ního detektoru.  

Sestava vysokoú inné kapalinové chromatografie má tlaky až 620 bar s pr toky až do 10 

ml/min v izokratickém i gradientovém režimu. Autosampler s možností termostatování 

vzork  spolu se samostatným termostatem až 12 kolon je nedílnou sou ástí standardní vý-

bavy. Moderní SW Chromeleon. Sb r dat rychlostí až 200 Hz pro optimální podporu a 

rychlou separaci. 

Složitý proces chromatografické separace je dán souborem interakcí analytu mezi mobilní 

fází (rozpoušt dlem) a stacionární fází (zjednodušen  náplní kolony). P i pr chodu analytu 

chromatografickou kolonou je analyt unášen mobilní fází, ke které má specifickou afinitu (je 

v ní rozpustný) a dále interaguje s fází stacionární (p enos hmoty). Kontakt analytu se staci-

onární fází je zprost edkován „difuzí“. Tu rozlišujeme u chromatografického procesu trojího 

druhu, difuzi podélnou (pohyb ástic analytu v mobilní fázi), ví ivou (pohyb ástic analytu k 

povrchu ástic stacionární fáze a zp t) a difuzi uvnit  pór ástic v r zných sm rech (trans-

port hmoty analytu do stacionární fáze a zp t).  
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Obr. 9 UHPLC systém Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem 
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5.2 ehled použitých vzork  

Jmenný seznam použitých vzork : Certifikáty k t mto vzork m jsou umíst ny v P íloze 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 Rozpušt né vzorky 1-7 v destilované vod  

 

 

5.2.1 íprava vzork  pro analýzu 

Ze sedmi p vodních práškovitých vzork  byl z každého odebrán 1 gram vzorku, který byl 

rozpušt n ve 200 ml destilované vody z destila ního p ístroje PURELAB. 
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5.3 Zpracování vzork  a nastavení spektrometru pro metodu absorp ní 

molekulové spektrometrie v UV/VIS oblasti 

Molekulová absorp ní spektrometrie v UV/VIS oblasti je analytická metoda, kterou adíme 

mezi elektromagnetické spektroskopické metody. Podstatou je absorpce elektromagnetic-

kého zá ení v intervalu 200 nm – 800 nm (UV – VIS oblast) molekulami vzork . P i ab-

sorpci dochází k excitaci valen ních elektron , které jsou sou ástí molekulových orbital .  

Tato metoda vyniká p esností, rychlostí, citlivostí a experimentální nenáro ností.  Pomocí 

metody lze identifikovat neznámé látky a stanovit koncentraci známých látek. Je využívána 

v pr to ných celách detektor  r zných separa ních metod – nejpoužívan jší HPLC. M ení 

je provád no p i vhodné vlnové délce.  

Spektrometry se konstruují jako dvoupaprskové nebo jednopaprskové. Základními ástmi 

jsou zdroj sv tla, monochromátor, m ící prostor a detektor. Jako zdroj se pro UV oblasti 

asto používají deuteriové výbojky  -  190 nm – 400 nm. 

Vzorky byly prom eny na spektrometru Lambda 25. P ístroj je ízen softwarov  progra-

mem UV WinLab. 
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Obr. 11 Soupis m ených vzork  

 

Postup m ení 

- Zapneme spektrofotometr a ovládací po íta , spustíme program uv winlab a vy ká-

me. 

- Zvolíme m ící metodu. 

- Modifikace metody – základní nastavení spektrofotometru 

- Nastavení rozsahu vlnových délek, absorbance a po tu cykl  

- Nastavení rychlosti skenování – ím menší rychlost, tím kvalitn jší záznam, tím delší 

doba m ení. 

- ipravíme vzorky. 

- Roztoky m íme v k emenných kyvetách 

- Spustíme vlastní m ení, b hem m ení sledujeme grafický záznam 

- Po skon ení m ení se automaticky uloží binární soubor  

 

ení absorbance u jednotlivých vzork  bylo skenováno od 190 nm do 400 nm. Vlastní 

ení prob hlo 2x.  Výsledky jsou zpracovány v grafu 1 a 2. 
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Graf 1. Výsledky 

 
 

Graf 2 Výsledky 

 
Záv r: Maxima u prom ovaných vzork  se vyskytla v oblasti do 240 nm. 
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Tyto výsledky dále posloužily k nastavení vlnových délek pro m ení na HPLC systému 

Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS. 

5.4 Stanovení HPLC s UV/VIS detekcí a fluorimetrickou detekcí 

eno na UHPLC Dionex Ultimate 3000, DAD detektor 

Metoda:  

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

- elu ní soustava A – 0,1% kyselina mraven í 

-  elu ní soustava B-90% acetonitril (ACN) a 0,1% kyselina mraven í 

-  izokratická eluce, pom r mobilních fází A:B 80:20 

-  délka analýzy 25 minut 

- pr tok 1ml/min 

- použité vlnové délky na UV/VIS detektoru 190; 200; 210; 220 nm  

- excita ní vlnová délka na FLD 200 nm  

Základní nastavení je zobrazeno na obr. 12 – 19. 
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Obr. 12 Nastavení kolony 

 

 

Obr. 13 nastavení pr tok  
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Obr. 14 Pom r pr tok  a nastavení metody 

 

 

Obr. 15 Nastavení pr tok  a asu 
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Obr. 16 Popis metody ást 1 

 

 

Obr. 17 popis metody ást 2 
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Obr. 18 popis metody ást 3 

 

Obr. 19 Použité vlnové délky 
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Na dalších obrázcích jsou záznamy z fluorescen ního detektoru, kde byly použity excita ní 

zá ení na vlnové délce 200 nm. Záznamy fluorescen ních spekter byly vyhodnoceny vzhle-

dem k charakteristickému maximu a záznamy mohou být dále využity pro kvalitativní po-

rovnávání vzork . 

- Jedná se o výsledky získané analýzou kolagenu 

- Na obrázcích jsou schematicky p edloženy získané grafické záznamy z m ící apara-

tury. 

- Výsledky budou zpracovány a použity pro vývoj nových potravinových dopl  

stravy. 

Obr. 20 Atogel 

 

Emise - 234,5 nm  

Intensita - 2,4 mAU 

Reten ní as - 23,3 min. 
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Obr. 21 Colpropur D Premium 

 

Emise - 250 nm 

Intensita - 1,5 mAU 

Reteren ní as -  2,5 min 
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Obr. 22 Hydro – F 

 

Emise - 236,85 nm 

Intensita - 0,2 mAU 

Reten ní as -  16,8 min 
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Obr. 23 Gelita Sol 

 

Emise - 231,79 nm 

Intensita -  33,5 mAU 

Reten ní as -  8,15 min 
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Obr. 24 Gelatina 100 

 

Emise – 232 nm 

Intensita - 125 mAU 

Reten ní as - 2,92 min 
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Obr. 25 Gelatina 80 Bloom 

 

Emise - 225,98nm  

Intensita - 1,5 mAU 

Reten ní as - 7,62 min. 
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Obr. 26  RouselotASF 

 

Emise – 231nm 

Intensita -  2 mAU 

Reten ní as - 6,75 min 
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Tabulka 2 Výsledky analýzy 

 

 

Ozna ení vzorku 

 

Exita ní zá ení 

(nm) 

 

Emisní zá ení 

(nm) 

 

Intensita (mAU) 

 

Reten ní as 

(min) 

 

Atogel 

 

180 

 

234,5 

 

2,4 

 

23,3 

 

Colpropur D 

Premium 

 

180 

 

250 

 

1,5 

 

 

2,5 

 

Hydro - F 

 

180 

 

236,85 

 

0,2 

 

16,8 

 

Gelita Sol 

 

180 

 

231,79 

 

33,5 

 

8,15 

 

Gelatina 100 

Bloom 

 

180 

 

 

232 

 

125 

 

2,92 

 

Gelatina 80 Blo-

om 

 

180 

 

225,98 

 

1,5 

 

7,62 

 

 

 

RouselotASF 

 

180 

 

231 

 

2 

 

6,75 
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5.5 Stanovení na MS 

- MS systém Amazon III – iontová past s ESI ionizací 

- eno v módech MS+ , MS-, MS/MS 

- eno 1x 

- Výsledky m ení jsou zpracovány v grafech  

Obr. 27 Atogel - M eno v módu MS-/MS+ 

 

 

Obr. 28 Atogel - M eno v módu MS-/MS+ - extrakce hmotnostních iont  M/z 679,6. 

309,2. 446,8. 416,8. 430,8. 396,8 a 792,6. 

 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 78 

 

Obr. 29 Colpropur – M eno v módu MS+/MS- 

 

 

Obr. 30 Colpropur – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 228,9. 

717,2. 565,5. 679,6. 396,8. 792,6 
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Obr. 31 Gelatina 80 – M eno v módu MS+/MS –  

 

Obr. 32 Gelatina 80 – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 756,5. 

715,9. 566,5. 679,6. 396,8. 792,6 
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Obr. 33 Gelatina 100 – M eno v módu MS+/ MS- 

 

 

Obr. 34 Gelatina 100 – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 

396,8. 792,6. 816,0. 810,5. 566,5 
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Obr. 35 Gelita – M eno v módu MS+/MS- 

 

 

Obr. 36 Gelita – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 679,6. 

340,3. 309,2. 396,8. 792,6. 566,4 
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Obr. 37 Hydro - F –M eno v módu MS+/MS- 

 

 

Obr. 38 Hydro – F – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 409,1. 

365,1. 582,3. 566,4. 679,6. 369,8. 792,6 
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Obr. 39Rousselot – M eno v módu MS+/MS- 

 

 

Obr. 40 Rousselot – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 286,1. 

752,3. 245,0. 566,4. 679,6. 396,8 
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ZÁV R 

V sou asnosti jsou kloubní onemocn ní stále ast jší p inou zhoršení kvality života. Úby-

tek chrupavky je astým projevem t chto onemocn ní, v jejímž d sledku, klesá hybnost a 

funk nost kloubu a naopak vzniká riziko tvorby zán  a bolestivosti. Kloubní chrupavky 

jsou z majoritní ásti tvo eny kolagenem, proto je možné íci, že je „základním stavebním 

kamenem“ kloubu.  

Nám t diplomové práce bere tuto skute nost v úvahu a vysv tluje vlastnosti, roli a charak-

terizaci kolagenu v lé  kloubních onemocn ní.  

Práce je rozd lena na dv  samostatné ásti, které se dopl ují. První, teoretická, popisuje 

kloubní onemocn ní – osteoartrózu, psoriatickou artritidu a revmatoidní artritidu, a to s 

cílem poskytnout hlubší pohled do problematiky jejich lé by. ást je také v nována vybra-

ným p inám onemocn ní, z nichž jmenujme nap íklad nesprávnou životosprávu, v k i 

nadm rný pohyb. Na tyto onemocn ní poté navazují metody jejich lé by. P iblíženy jsou jak 

metody využívající chirurgická ešení, alternativní metody lé by i fyzioterapie a farmak, 

která jsou pouze zmín na. Pokud mluvíme o potravinových dopl cích, je nezbytné p edsta-

vit jejich ú inné látky a složky, mezi n ž adíme p edevším kolagenní peptidy, vitamín C, 

chondroitin sulfát, glukosamin sulfát, ale také množství dalších vitamín  a minerál  podpo-

rující metabolismus kolagenu v organismu, což je jádrem této diplomové práce. První fázi, 

ve které je p edstavena struktura a vlastnosti kolagenu, vhodn  propracovává ást o jednot-

livých typech kolagenu I-IV, ty jsou jedny z nejznám jších a nejprobádan jších v sou astné 

dob . Následující je kapitola o metabolismus kolagenu a jeho využití, kde je popsány jednot-

livé  fáze - syntéza, agregace, polymerace, maturace i odbourávání. Následn  jsou zmín ny 

možnosti výroby kolagenu. Podstatná ást je v nována analytickým a charakteriza ním me-

todám používaných k analýze kolagen . Jde p edevším o molekulovou absorp ní spektro-

metrii v UV/VIS oblasti, hmotnostní spektrometrii a fluorescen ní spektrometrii ve spojení 

se separa ní metodou HPLC.  

Praktická asti je pak analýzou vybraných typ  kolagen  využívajících se k výrob  b žných 

potravinových dopl  stravy, které jsou voln  dostupné. Praktické ov ení teoretických 

poznatk  bylo provedeno na pracovišti Ústavu analýzy a chemie potravin Univerzity Tomá-

še Bati ve Zlín  p ímým provedením analýzy kolagenních hydrolyzát  pomocí metody 

HPLC.  
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Cíle diplomové práce stanovené v úvodu byly tedy spln ny, dané téma je natolik zajímavé, 

že by bylo vhodné v n m pokra ovat i nadále, po stránce praktické, nap íklad ve výrob  

potravinových dopl  stravy, dle dané legislativy. 
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Seznam použitých symbol  a zkratek 

HPLC  Hig-Performace Liquid Chromatography (vysokoú inná kapalinová chromatogra-

fie) 

MS  Hmotnostní spektrometrie 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 90 

 

 

Seznam obrázk  

Obrázek 1: Schéma stavby kloubu        15 

Obrázek2: Schematické srovnání zdravého kolenního kloubu a kloubu postiženého 21 

Obrázek 3: Kloub postižený revmatoidní artritidou      23 

Obrázek 4: Kmenová bu ka         31 

Obrázek 5: Kolagenová vlákna typu I       40 

Obrázek 6: Syntéza kolagenu         44 

Obrázek7: Princip chromatografie        51 

Obrázek 8: Lambda 25         57 

Obrázek 9: UHPLC systém Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem   59 

Obrázek 10: Rozpušt né vzorky 1-7 v destilované vod      60 

Obrázek 11: Soupis m ených vzork        62 

Obrázek 12: Nastavení kolony        65 

Obrázek 13: Nastavení pr tok         65 

Obrázek 14: Pom r pr tok  a nastavení metody      66 

Obrázek 15: Nastavení pr tok  a asu       66 

Obrázek 16: Popis metody ást 1        67 

Obrázek 17: Popis metody ást 2        67 

Obrázek 18:Popis metody ást 3        68 

Obrázek19: Použité vlnové délky        68 

Obrázek 20: Atogel          69 

Obrázek 21: Colpropur D Premium        70 

Obrázek 22: Hydro – F         71 

Obrázek 23: Gelita Sol         72 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 91 

 

Obrázek 24: Gelatina 100         73 

Obrázek 25: Gelatina 80 Bloom        74 

Obrázek 26: RouselotATS         75 

Obrázek 27:Atogel - M eno v módu MS-/MS+      77 

Obrázek 28: Atogel - M eno v módu MS-/MS+ - extrakce hmotnostních iont  M/z 679,6. 

309,2. 446,8. 416,8. 430,8. 396,8 a 792,6.       77 

Obrázek 29: Colpropur – M eno v módu MS+/MS-     78 

Obrázek 30: Colpropur – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 

228,9. 717,2. 565,5. 679,6. 396,8. 792,6       78 

Obrázek 31: Gelatina 80 – M eno v módu MS+/MS –     79 

Obrázek 32: Gelatina 80 – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 

756,5. 715,9. 566,5. 679,6. 396,8. 792,6       79 

Obrázek 33: Gelatina 100 – M eno v módu MS+/ MS     80 

Obrázek 34: Gelatina 100 – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 

396,8. 792,6. 816,0. 810,5. 566,5        80 

Obrázek 35: Gelita – M eno v módu MS+/MS-      81 

Obrázek 36: Gelita – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 679,6. 

340,3. 309,2. 396,8. 792,6. 566,4        81 

Obrázek 37: Hydro - F –M eno v módu MS+/MS-      82 

Obrázek 38: Hydro – F – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 

409,1. 365,1. 582,3. 566,4. 679,6. 369,8. 792,6      82 

Obrázek 39: Rousselot – M eno v módu MS+/MS-      83 

 Obrázek 40: Rousselot – M ení v módu MS+/MS- - extrakce hmotnostních iont  M/z 

286,1. 752,3. 245,0. 566,4. 679,6. 396,8       83 

 

 

 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 92 

 

 

Seznam Tabulek a graf  

Tabulka 1. Porovnání kolagenních typ       42,43 

Tabulka 2 Výsledky analýzy        76 

   

Graf 1. Výsledky         63 

Graf 2. Výsledky         63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



UTB ve Zlín , Fakulta technologická 93 

 

 

Seznam P íloh 

ÍLOHA I – XI         93-105 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 


	1 ANATOMIE
	1.1 Pojivová tkáň
	1.1.1 Vazivo
	1.1.2 Chrupavka
	1.1.3 Kloub


	2 ONEMOCNĚNÍ KLOUBNÍHO APARÁTU
	2.1 Obecné příčiny
	2.2 Problematika osteoartrózy v současné moderní době
	2.3 Revmatoidní artritida
	2.4 Výživa při kloubních onemocněních
	2.4.1 Bílkoviny
	2.4.2 Tuky
	2.4.3 Vitamíny
	2.4.4 Minerální látky a stopové prvky

	2.5 Možnosti léčby kloubních onemocnění
	2.5.1 Chirurgická léčba
	2.5.2 Lázně
	2.5.3 Alternativní léčba
	2.5.4 Léčba kmenovými buňkami
	2.5.5 Fyzioterapie
	2.5.6 Léčba farmaky

	2.6 Doplňky výživy
	2.6.1 Glukosamin
	2.6.2 Chondroitin sulfát
	2.6.3 Methylsulfonylmethan
	2.6.4 Kolagenní peptidy


	3 KOLAGEN
	3.1  Základní fakta
	3.2 Vlastnosti kolagenu
	3.2.1  Fyzikálně- chemické vlastnosti

	3.3  Struktura
	3.4  Jednotlivé typy kolagenu
	3.4.1  Kolagen typu I
	3.4.2 Kolagen typu II
	3.4.3 Kolagen typu III
	3.4.4 Kolagen typu IV
	3.4.5 Kolagen typu V
	3.4.6  Porovnání kolagenních typů

	3.5 Metabolismus kolagenu a jeho využití
	3.5.1 Syntéza
	3.5.2 Agregace
	3.5.3 Polymerace
	3.5.4 Maturace
	3.5.5 Odbourávání
	3.5.6 Využití metabolismu kolagenu

	3.6 TECHNOLOGIE VÝROBY KOLAGENU
	3.6.1 Hydrolyzovaný kolagen
	3.6.2 Lyofilizovaný kolagen
	3.6.3 Mikrokolagen


	4 MOŽNOSTI ANALÝZY A CHARAKTERIZACE KOLAGENU
	Značné uplatnění např. při vysokoúčinných separacích aminokyselin, peptidů a bílkovin má dnes kapilární zónová elektroforéza, oblíbena především při kvalitativní analýze. Z metod používaných k charakterizaci kolagenu se nejčastěji využívá elektroforetické stanovení molekulové hmotnosti podjednotek kolagenu metodou PAGE-SDS.
	Využít lze i spektrometrii, proměřováním UV-VIS spekter při různých vlnových délkách (200 – 460 nm) je možné vidět slabou absorbanci známých chromoforů tyrosinu a fenylalaninu, protože patří, co do kvantity, mezi méně se vyskytující aminokyseliny v kolagenech. Pozitivní pík okolo 223 nm a negativní pík okolo 204 nm jsou charakteristické znaky pro trojitou helikální strukturu kolagenu. K odhadu sekundární struktury kolagenu lze využít spektra cirkulárního dichroismu nebo pomocí identifikace – NH funkčních skupin, infračervenou spektroskopii s Fourierovou transformací.
	4.1.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie
	- Mobilní fáze
	- Stacionární fáze
	- Vysokotlaká pumpa
	- Dávkování
	- Kolona
	- Popis  HPLC analýzy

	4.2 Hmotnostní spektrometrie

	5 CÍL PRÁCE
	5.1 Použité přístroje, zařízení a pomůcky
	5.1.1  Lambda 25
	5.1.2 UHPLC Systém Dionex Ultimate

	5.2 Přehled použitých vzorků
	5.2.1 Příprava vzorků pro analýzu

	5.3 Zpracování vzorků a nastavení spektrometru pro metodu absorpční molekulové spektrometrie v UV/VIS oblasti
	5.4 Stanovení HPLC s UV/VIS detekcí a fluorimetrickou detekcí
	5.5 Stanovení na MS

	ZÁVĚR
	SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY

