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ABSTRAKT

Bakalarska prace s nazvem ,,Vlastnosti kolagenu a jeho vyuziti v 1écbé kloubnich
onemocnéni* popisuje priciny onemocnéni kloubt, jejich 1é¢bu a dopliky stravy, které ji
podporuji. Vysvétluje vlastnosti a strukturu kolagenu a ptinasi pohled na jednotlivé typy.
Predstaven je metabolismus kolagenu a jeho vyuziti. V praktické ¢asti vyzkumu je popsana
aktudlni metodika stanoveni kolagenu. Prace piinasSi celistvy pohled na problematiku a

vyuziva jak nejnovéjsich zdrojt, tak v oboru dlouhodobé uznavanych informaci.

Klicova slova: Kolagen, kloubni onemocnéni

ABSTRACT

The bachelor work named ,,The Character of Collagen and its Usage in Treatment of
Articular Diseases® describes causes of articular diseases, their treatment and special joint
care products, which are it's support. Text explains the character and structure of collagen
and brings a view on various types of it. The metabolism of collagen and its usage are
presented. In the empiric part, the actual methodology of determination of collagen is
discribed. Thesis brings a complex view on the topic and uses on the one side the newest
electronic ressources, on the other side well known and long-terms appreciated

informations.

Keywords: Collagen, Articular disease
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UVOD

Kloubni onemocnéni a celkové onemocnéni pohybového aparatu, jsou jednou
Z nejcastejsich pric¢in pracovni neschopnosti v Ceské republice a to v takové mife, ze je

mozné hovoftit o fenoménu jedenadvacatého stoleti.

Je nepopiratelnym faktem, Ze Ceska i svétova populace starne. V soudasné dobé je polovina
obyvatel Evropské Unie (EU) starSich 40 let, v roce 2060 bude polovina obyvatel EU starsi
48 let. Ceska republika bude patfit mezi zemé s nejrychleji starnouci populaci [1].
Aktudlnim trendem je prodluzovani Zivota, ovSem zarovein s tim také narista pocet chorob
a potieba jejich 1é¢by. Pocetnou skupinou mezi nimi jsou kloubni onemocnéni, pii jejichz
lécbé a potazmo také prevenci vzniku hraji vyznamnou roli potravinové dopliky obsahujici
mezi mnozstvim jinych latek zejména kolagen, jehoz popisem a metodikou jeho stanovovani
se zabyva vyznamna Cast prace. Seniofi jsou tedy stale rozristajici se skupinou, kterd je

témito nemocemi suzovana.

Nejen seniofi vSak trpi kloubnimi onemocnénimi. Velkou skupinu postizenych také tvoii
aktivni sportovci, ktefi pii své hypermobilité¢ zatézuji kloubni aparat intenzivnéji neZz osoby
sportujici rekreacn¢. Z diivodu nachylnosti chrupavcitych tkani k opottebovani je pak velmi
vhodna preventivni vyziva. Dalsi rizikovou skupinou jsou také osoby po trazech, zejména
po zlomeninach, kdy pfi Uraze narusend kost ma vétsi predpoklady k tomu, aby byla

postizena osteopordzou (fidnutim kostni tkang), nez kost zdrava.

Teoreticka ¢ast bakalaiské prace mapuje poznatky o pfi¢inach kloubnich onemocnéni,
soucasnych trendech v 1&¢bé a v jejich ramci také vyuziti dopliikii stravy obsahujicich
kolagen. Znacna cast je vénovana kolagenu, jeho jednotlivym typim, vlastnostem,

metabolismu, struktuie a vyuziti.

Cilem této casti prace je popsat pfi¢iny onemocnéni kloubtl, pfiblizit jejich 1é€bu a sloZeni
kloubnich preparati pro vyzivu a regeneraci kloubti pro humanni aplikaci. Jejich vyznamnou
slozkou je, jak jiz bylo feCeno, také kolagen, proto je dalsim z cili prace charakterizovat

jeho vlastnosti a strukturu. Z literarnich zdroja jsou vyuzity predevsim studie prof. MUDr.
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Milana Adama, DrSc. (1928-2008), uznavaného odbornika v oblasti pojivovych tkani.
Vyuzity jsou také cizojazy¢né prameny, piedevsim v podob¢ aktudlnich pisemnych ¢i

elektronickych védeckych publikaci.

Praktickd cast je zaméfena na metodiku stanoveni kolagenu. Pln€¢ vyuziva jak poznatkl
Casti teoretické, tak zaroven poznatkll ziskanych béhem celého priibéhu studia. Pedstavuje
Ctyfi aktualni metody stanoveni kolagenu, jsou také zhodnoceny tendence soucasného

vyzkumu, mezi néZ patii predevSim rostouci komplexita a mnohostrannost vyzkumii.

Bakalaiska prace "Vlastnosti kolagenu a jeho role v 1é¢bé kloubnich onemocnéni" tak
pfinasi komplexni pohled na kolagen a jeho vyuZiti v 1é¢bé kloubnich onemocnéni. Zabyva
se vyznamnym zdravotnim problémem nasi populace (velky pocet nemocnych s kloubnimi
onemocnénimi) a piinasi komplexni pohled na tuto problematiku nejen z hlediska

teoretického, ale také praktického.

Muj hluboky zajem 0 téma kolagenu a lé¢ivych piipravka s jeho obsahem je dan predevsim
mou pozici technologa a technika vyroby ve firmé Orling spol. s r.o0., ktera se zabyva
vyrobou specialnich piipravki pro vyzivu a regeneraci kloubti pro humanni a veterinarni

aplikaci.
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. TEORETICKA CAST
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1 KLOUBNI ONEMOCNENI A MOZNOSTI JEJICH LECBY

Prvni kapitola teoretické ¢asti se zabyva pri¢inami onemocnéni kloubt, jejich Iécbou
a nutricnimi doplikky, které pfi nich blahodarné pusobi. Druha kapitola je zaméfena na
kolagen, hlavni ucinnou slozku potravinovych doplikd uréenych k 1é¢bé kloubnich

onemocnéni. Prostor je vénovan jeho vlastnostem, typtim, struktufe a metabolismu.

1.1 Pric¢iny onemocnéni kloubii, 1é¢ba, dopliiky stravy

V prvni kapitole, vénované kloubnim onemocnénim, jsou vycteny jednotlivé znamé druhy
nemoci, které jsou nasledné¢ charakterizovany. Jsou zde udédny jejich znamé pfi¢iny a
postupy lécby. Zbylou ¢ast kapitoly tvofi charakteristika ucinnych slozek doplikii stravy
urcenych k 1é¢b¢ kloubnich onemocnéni. Nez ovSem piikroc¢ime k samotnému vyctu, kratce

definujme zakladni pojem kapitoly — kloub.

1.2 Kloub

Latinsky Articulatio, je nejobecnéjsi definici popsan jako pohyblivé spojeni umoznujici
pohyb kosti. Jednotlivé kosti jsou spojeny bud’ pevné jinou pojivovou tkani (napf. spojeni
panevnich kosti chrupavkou), nebo jako tomu je v tomto piipad€, spojenim kloubnim, ve
kterém se dotykaji dvé (klouby jednoduché) a vice (klouby sloZené) kosti. Stavba kloubu je

schematicky zndzornéna nize na obrazku ¢. 1.

Hlavnimi ¢astmi jsou kloubni hlavice a kloubni jamka. Jejich tvar je riizny a udava velikost 1
rozsah pohybu v kloubu. Mize byt valcovity, sedlovity, nepravidelny apod. Ob¢ ¢asti jsou
potazeny chrupavcitou vrstvou, pojivovou tkani, kterd se skldda z bunék a mezibunécné
hmoty obsahujici vlaknity a amorfni podil. Amorfni podil je sloZen piedevsim z
proteoglykani a vody, vlaknity podil, ktery je zastoupen ve vetSim mnozstvi, je tvofen
pfedevSim kolageny. Pfi opotiebeni téchto chrupavek dochédzi k poskozeni kolagennich
vldken a celkovému ubytku kolagenu, proto je vhodné jej dopliiovat specidlnimi
potravinovymi dopliikky. Chrupavka a hlavice a jsou zasazeny v kloubnim pouzdre, které je

upnuto na jejich okraji. Hlavni funkci tohoto pouzdra je produkce synovidlni tekutiny, coz
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je Cird, bezbarva nebo jen mirné¢ nazloutla viskézni tekutina, kterd snizuje tfeni kloubnich
ploch a zvySuje pfilnavost jednotlivych ¢asti. Nedostatek synovidlni tekutiny vede k
kloubil a nasledné bolestivd onemocnéni. Pro tuto préci jsou dalezité zejména synovialni

klouby, které umoznuji Siroky rozsah pohybu [2].

Synovialni blanka
L (nitroblana
<" kloubn)

. Kloubni vaz

] Synovie
' (kloubni maz)

Chrupavka

Obrazek 1: Schéma stavby kloubu [3].

1.3 Onemocnéni kloubniho aparatu

Onemocnéni kloubniho aparatu nemusi byt vzdy bolestiva a jejich lé¢ba neni nutné urgentni.
Pro potiebu této bakalarské prace jsou v uvahu brany stfedné tézké stavy, pfi kterych neni
prvotnim feSenim chirurgické feSeni nahradou kloubu. Existuje vice nez 200 druht
kloubnich onemocnéni, vzhledem k rozsahu prace jsou vybrana ta nejCast&jsi, pii jejichz
lecbé je vhodné doplikové uzivani potravinovych doplikli obsahujicich kolagen, pficemz
nejznameéjsimi nemocemi jsou revmatoidni artritida a osteoartr6za. Pro dopInéni pohledu na

kloubni onemocnéni je pfidana také psoriaticka artritida.
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1.3.1 Osteoartroza

vvvvvv

dochazi k poruse obnovy kloubni chrupavky a v navaznosti na ni, také ke zménam kosti a
ptilehlych mékkych tkani. Celkové je OA postizeno piiblizné 12% populace a jeji Cetnost
vyskytu stoupa s vékem. Postihuje zejména vékovou skupinu nad sedmdesat let (Cetnost
vyskytu az 50%) a stava se tak nejCastéjSim kloubnim onemocnénim. Nejcastéji postihuje
kycelni a kolenni klouby, projevuje se vSak také na krku, drobnych kloubech ruky, spodnich
zadech. Cast&ji jsou nemoci zasazeny Zeny (v poméru 2,5:1) u nichZ je zaznamenan
dramatictéjsi pritbéh. RozliSujeme primarni a sekundarni OA, kazdad z nich ma jiné pficiny,
ale podobny (biologicky, patologicky ¢i klinicky) vyvoj [4].

Primarni osteoartroza (idiopaticka) je heterogenni onemocnéni, které je popisovano jako
mnozstvi vzajemné propojenych poruch. Miize byt lokalizovana (postizeni jednoho az dvou
kloubil), nebo generalizovana (postizeni tfi a vice kloubll) a odviji se od poruch
chondrocytalni aktivity, ¢ili zménami chrupavky nasledkem dysregulace. Rozvoj
onemocnéni byva pozvolny, obvykle trvad az desitky let, proto je pii jeho lécbé dilezita
prevence a vyzivovani kloubil (viz nize). Objektivni potize nemocného jsou nasledujici:
namahova bolest kloubu, bolest na zacatku pohybu, deformace kloubu, omezeni hybnosti,
bolestivost na dotek. Tyto a dalsi piiznaky, které ponechavam pracim jiného oboru, se
neprojevuje, pokud je postizena pouze chrupavka. Zmény chrupavky zacinaji zménou
kolagenniho typu II v typy I a III (jednotlivé typy kolagenu budou popsany nize), jejimz
vysledkem je tbytek zakladni hmoty chrupavky. Nasledné onemocnéni napada také kosti
pod chrupavkou (tj. subchondralng) a zplsobuje zanét synovialni membrany. Tyto stavy
jsou jiz velmi bolestivé a je proto vhodné jim ptfedchdzet zejména adekvatni vyzivou
chrupavky, protoZze patologie je =zaloZena nanerovnovdZzném procesu obnovy

extracelularniho matrix [4].

Sekundarni osteoartrdza navazuje na patologicky kloubni proces, vzniké nasledkem vrozené
vady, vyvojové dysbalance, nasledkem traumatu, popiipadé¢ diky jinému kloubnimu

onemocnéni (napt. krystalicka artropatie — dna), ¢i z divodu mechanického pretizeni (napf.
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sport, jednostranna zatéz kloubt). Jeji ptivod tedy neni v chrupavce. Erozivni osteoartrdza,
separovany typ OA, u které se vice projevuji zanéty, postihuje zejména klouby rukou a je

charakterizovana ptitomnosti erozi [4].

Lécbu OA je mozné rozdélit na nefarmakologickou, ve které je dulezita zejména edukace
postizeného, zména Zivotospravy ¢i fyzioterapie. Farmakologicka 1é¢ba se opird zejména o
podavani analgetik, antirevmatik a ve zvlasté tézkych piipadech intraartikularni aplikace
glukokortikoidd. Dale jsou podavany strukturu modifikujici farmaka s obsahem
chondroitinu sulfatu a glukosaminu sulfatu. Poslednimi moznostmi jsou feSeni chirurgicka,

napt. zavedeni endoprotézy, ¢i transplantace $tépa chrupavky [5].

Pacienti trpici osteoartrozou jsou typickymi spotiebiteli dopliika stravy kloubni vyzivy. Lze
jim doporucit preparaty predevsim kombinujici kolagen s glukosaminem a chondronitinem
a metylsulfonylmetanem (MSM), s podporou uzivani kyseliny askorbové [6]. Na

nasledujicim obrazku je porovnan zdravy kloub, s kloubem napadenym osteoartrozou.

SCHEMA KLOUBU
Normalniho Osteoartritického

S S
7

oK
N

Obrazek 1: Srovnani zdravého kolenniho kloubu a kloubu postizeného gonartrézou [7]
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1.3.2 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je také jednim z rozSifenych kloubnich autoimunitnich
onemocnéni. Na rozdil od osteoartrozy ovsem nepostihuje pouze klouby, ale také jiné télni
organy. RA trpi 0,3 - 1,5% populace vSech v€kovych a rasovych skupin, pficemz opét
postihuje ve vétsi mife Zeny, u nichz je ¢etnost tohoto onemocnéni Ctyfikrat vyssi. Pro RA
je typicky symetricky a erozivni zanét kloubu, ktery mize vyustit v destrukci celého kloubu
a tedy i ve vznik deformace, poklesu funkce a stability. V' nékterych piipadech se poji také s

mimokloubnim postizenim [4, 8].

Na rozdil od osteoartrozy, jiz fadime mezi onemocnéni degenerativni, patfi revmatoidni
artritida mezi tzv. autoimunitni onemocnéni, kdy dochazi k reakci vlastniho imunitniho
Systému proti ruznych tkanim vlastniho téla. Zde dochéazi k tomu, ze bilé krvinky
(leukocyty) proniknou z krevniho fecisté do kloubni dutiny a sehraji zde zfejmé vyznamnou
roli pi1 zanétu synovialni membrany. Postupem Casu zanicena synovialni membrana pieroste
Vv panus — prokrvenou vrstvu granulacni tkané, ktera tésné ptiléha na kloubni chrupavky.
Panus chrupavku a Casto i pod ni lezici kost rozrusi. Jakmile je chrupavka zni¢ena, panus se
pieméni na vazivovou jizevnatou tkan, ktera spojuje kostni konce. Tato jizevnata tkan muaze
zkostnatét a konce kosti se spolu spoji, ¢imz je kloub znehybnén Mezi zékladnich pét pticin
revmatologickych onemocnéni, mezi néz se revmatoidni artritida tadi, patfi zejména vek,
nebot’, jak jiz bylo zminéno, toto onemocnéni se projevuje prevazné u starSich generaci. V
posledni dobé vSak zaznamendvame ndrlst degenerativnich kloubnich onemocnéni také u
mladsich lidi. Pfesnd pfi¢ina vzniku revmatoidni artritidy neni znama. Ke vzniku
onemocnéni pravdépodobné dochdzi nasledkem kombinace mnoha faktort, jako jsou
genetické predispozice, zZivotni styl (napt. koufeni) a nékteré faktory okolniho prostiedni

(napt. virové infekce) [9].

Pribéh nemoci byva variabilni. Trvale progresivni je zaznamenan u piiblizné deseti procent
ptipadl, kdy klouby nemocnych maji vyraznou tendenci k destrukci. Existuje také
monocyklicky pribéh, ktery ma relativné dobrou prognézu a po cyklu nemoci nasleduje

remise na dobu delsi jednoho roku. Nejcastéjsim je typ polycyklicky, charakterizovany
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postupnou progresi s epizodami nekompletnich remisi. Celkové onemocnéni zkracuje Zivot

postizeného az o deset let [4].

V 1é¢bé dominuje farmakologicky postup, ktery vyuziva ptredevsim antirevmatik, chorobu
modifikujicich 1ékd, glukokortikoidti a biologické 1écby, které vyrazné zvySuji kvalitu
zivota, a¢ nemohou vést k definitivnimu vyléceni. Neméné dulezita je ovSem také lécba
nefarmakologicka, kdy je postizeny o své chorobé poucen, je mu upraven rezim a je
nastolena fyzikalni 1écba fyzio- a ergoterapeuta, jejimz cilem je maximalizace uchovani
funkéni schopnosti a rozsahu pohybu kloubti. Také chirurgicka l1é¢ba vyrazné zlepSuje stav
pii tomto onemocnéni. Pouzivani kloubni vyzivy je zatim sice méné bézné, ale je
odtivodnéné. Plati obdobné zasady jako v piipadé¢ osteoartrozy [4, 8].

Pro doplnéni textu, je na nasledujicim obrazku piedstaven kloub napadeny revmatoidni

arthritidou.

Obrazek 3: Kloub postizeny revmatoidni artritidou [9].
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1.3.3 Psoriaticka artritida

Psoriaticka artritida (PsA) je onemocnéni, které postihuje pét az sedm procent populace
trpici lupenkou (psoridzou). Je to zanétlivé onemocnéni, které se projevuje mimo jiné
bolestmi patefe a kloubli, md ovSem méné¢ maligni postup nez revmatoidni artritida.
Nejcastejsi vékovou skupinou jsou muZzi a Zeny mezi tficeti a padesati lety, vzacné, nebot’ se
projevuje obvykle po deseti letech od prvnich pfiznakt lupenky, postihuje také déti.
Postihuje jeden a vice kloubli a podle zavaznosti a pokrocilosti se ¢leni do péti klinickych
typu [4].

Nejméné zavazna je asymetricka PsA (oligoartikularni), ktera zasahuje pouze jednu
polovinu téla a je nejCastejsi. Symetrickd PsA se projevuje na zrcadlovych kloubech (klouby
naproti sob&) a postihuje Castéji Zeny nez muze. Tietim typem je distalni interfalangealni
artropatie, pii které jsou nejvyraznéjSimi obtizemi bolesti Clanka prstii, které jsou nejblize
nehtu. Tato forma postihuje pfevazné muze. Nasleduje Spondylitida, ktera zplisobuje zanét
a bolestivé ztuhnuti kloubnich spojeni mezi obratli. Vzacna je mutilujici artritida, jez je
nejzavaznéjsi formou PsA, jejim postupem dochazi k destrukci kustek ruky, piedevsim

prstu a dochazi tak k trvalému poskozeni [4, 5].

Prozatim neexistuje uCinnd lécba, pomoci lécby symptomatické vSak lze zmirnit jeji
piiznaky. K symptomatické 1€cbé je mozné doporucit také uzivani potravinovych doplika,
které vyzivuji kloubni tkan a jeji okoli [4].

Pro ilustraci je zatazen rentgenovy snimek ukazovacku pacienta s psoriatickou artritidou.
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Obrazek 4: RTG - psoriaticka artritida [10].

Mrwve

1.4 Obecné pri¢iny kloubnich onemocnéni

V ptedchozi ¢asti jsou popsana vybrand kloubni onemocnéni, u kazdého z nich jsou pak
nastinény jeho ptiiny. Obecn¢ ale existuje, jak jiz bylo feceno, vice nez 200 riznych nemoci
kloubniho aparatu a v zavislosti na nich se také méni skupiny uZzivateli potravinovych
dopliikii zamétenych na vyzivu a regeneraci kloubt. Z hlediska rozsahu prace jsou vybrany
pouze nékteré¢ faktory zplsobujici vznik onemocnéni kloubi a pohybového aparédtu

celkoveé.

1.4.1 Vybrané pfi¢iny onemocnéni
Mezi vybrané obecné pticiny kloubnich onemocnéni patii nasledujici:

* Osobni anamnéza — Pokud je v rodin¢ predispozice ke kloubnim onemocnénim,

zvysuje se také pravdépodobnost jejich vyskytu u nasledujicich generaci [8].
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* Obezita — Se zvysujici se vahou cCloveéka se také zvySuje tlak, ktery je vyvinut na
pohybové ustroji. Z tohoto diivodu mohou byt klouby pfetézovany i pres nizkou

intenzitu zatéze, ktera na klouby ptisobi [8].

*  VeEk — Se zvySujicim se v€kem klesa celkova obranyschopnost organismu, ten je
proto nachylnéjsi k onemocnéni nez organismus mlady. Toto tvrzeni vSak v ptipadé
nemoci kloubil plati pouze castecné. Nékteré nemoci se mohou projevit takeé u déti.
Nejznaméjsi skupinou jsou ovSem artrotické onemocnéni, kterd se v nejvetsi mire
objevuji u seniorti. Trend prodluzovani Zivota pak zapftiCifiuje také nariist mnozstvi

téchto nemoci [8].

* Pohlavi — Jednotlivda onemocnéni maji rtiznou tendenci napadat muze a Zeny. Je
prokazano, ze naptiklad revmatoidni artritida postihuje mnohem castéji zeny a ma u

nich také malignéjsi priubéh. Naopak dnou trpi spiSe muzi [8].

« Uraz — Kazdy z traz@ naru$i rovnovéhu organismu. Vhodnym piikladem jsou
zlomeniny, které jiz v dusledku stfednédobé indispozice vedou k ochabnuti
kosterniho svalstva a kloubnich Gponii na postizené koncetin€. Dusledky jsou stejné
jako v ptipadé faktoru nedostatecného pohybu. Pii zlomenindch koncetin vzdy

zvySujeme zatizeni té zrcadlové. Dochazi tedy k nerovnomérnému opotiebovani

kloubi [8].

* Jind nemoc - Kloubni onemocnéni, zejména ta zanétliva, mohou byt vyvolana také
pfestupem infekce z jiné Casti téla, napt. u chiipkovych onemocnéni ¢i infekéni

zloutenky.

» Koureni — Pfi koufeni spotiebuje lidské télo mnohem vice vitaminti a mineralti nez
u nekuidki. Je to dano tim, Ze napiiklad vitamin C (kyselina askorbova) a selen
Castecné zabranuji vstiebavani jedii vdechovanych cigaretami a puasobi tak jako
prevence rakoviny plic. V tomto piipad¢ se ale napiiklad kyselina askorbova nemiize

podilet na zvySovani pevnosti cév, vlasecnic, tvorby kolagenu [11].
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* Abusus alkoholu — Podobné jako pfi koufeni znamena nadmérna konzumace
alkoholu pro lidsky organismus zbyteCnou piitéz, v jejimz dusledku jsou
vyplavovany vitaminy a mineraly, které télo potfebuje ke své vyzivé a regeneraci.
Mezi mnohymi zminme opét vitamin C, ktery podporuje tvorbu kolagenu, tolik
nezbytného pro zdravi pohybového aparatu (piedevSim kloubi, ale také kosti

a vazi) [11].

* Nadmérny pohyb — Piikladem nadmérného pohybu mutize byt aktivni sport. Pii
prili§ Castém sportu jsou klouby vystaveny nadmérnému opottebovani, které
Vv ptipadé nedostatecné kloubni vyzivy vede k ubytku chrupavky a naslednému
poskozeni synovialni kosti. Nadmérnym pohybem jsou zatizeny také vazy, které

vyzaduji podobnou péci jako klouby [11].

* Nedostateény pohyb — Pii nedostate¢ném pohybu ochabuje cely pohybovy aparat.
Pti narazové “akci” pak ma tendenci k rychlému pfetizeni a tim i opotifebovani.

Jednim z dusledkt nedostate¢ného pohybu je také obezita, popsana jiz vyse [11].

« Stres — Dlouhotrvajici stres je jednim z pii¢in autoimunitnich poruch. Stres
neumérneé zatézuje a vycerpava organismus a onemocnéni (napiiklad revmatoidni

artritida) pak napada nejen klouby, ale také okolni tkané [11].

* Nevyvazena strava — Strava chuda na bilkoviny a tuky vede ke snizené tvorbé
synovialni tekutiny a v disledku tedy také k opottebeni kloubu. Nadmérné mnozstvi
bilkovin, ovSem vede v urCitém procentu piipadd ke dné, tedy kloubnimu
onemocnéni, kdy se disledkem poruchy metabolismu purind a pyrimidini ukladaji
vitaminll a mineralt daleZitych nejen pro regeneraci kloubu, ale také kosti, svalil a
jinych tkani [11].

* Jednostranné zatéZujici dlouhodoba pracovni ¢innost — Neergonomické
vykonavani prace vede opét k nadmérnému zatizeni kloubt. Ptikladem mohou byt
rutinni typy prace vykonavané v pasové vyrob¢, ale také kancelarské prace, kdy se

pfi pouzivani pocitate znacné opotiebovavaji klouby hornich koncetin, zatimco
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Klouby dolnich konc¢etin béhem této doby ochabuji. Zatizena jsou také zada, coz

souvisi se Spatnym drzenim téla [11.

« Spatné drZeni t&la — Piedeviim pii dlouhodobém sezeni jsou zatizeny
meziobratlové klouby a klouby zad v oblasti kiize. Namahana je také kréni patef. V
pfipadé nevyhovujici, neergonomické Zidle ¢i kiesla jsou zatizeny také klouby

ky&elni [8].
» Chlad — Prochladnuti kloubi mtize vést ke zhorseni revmatologickych onemocnéni.

* Porucha imunitniho systému — piikladem jsou autoimunitni onemocnéni, kdy

Organismus sam vytvari latky napadajici kloubni tkané [4].

1.5 Moznosti 1écby kloubnich onemocnéni

Vzhledem k mnozstvi druhii nemoci existuje i mnozstvi 1é¢ebnych postupt. Kazdy z nich
vSak obsahuje minimalné dvé slozky — farmakologickou 1é¢bu a 1é€bu bez vyuziti 1¢ki. U
vSech onemocnéni Ize také doporucit uzivani potravinovych doplikt, které chrupavku a jeji
okoli vyzivuje a regeneruje. V mnohych piipadech nastupuje také alternativni lécba, ktera je

zaloZena na psychickém stavu postizen¢ho a celkovou lécbu dopliuje.

1.5.1 Lécba farmaky

Z divodu Casté bolestivosti nemoci, a to jak v klidovém stavu (napi. revma), tak pfi pohybu
(napf. artréza) ¢i prenesené bolesti na okolni tkané (napf. psoriaticka artritida) jsou
postizenym podéavana analgetika. V zavislosti na povaze onemocnéni jsou poddvéana
zejména nesteroidni antirevmatika. V piipadé akutniho stavu je moZna intraartikularni
aplikace glukokortikoidli. Pfi osteoartroze je 1écba casto podpofena Iéky skupiny
SYSADOA (symptomatic slow acting drugs of osteoarthritis), které obnovuji metabolickou

7w

rovnovahu v chondrocytech, snizuji bolestivost onemocnéni a jsou protizanétlivé [4].
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Vzorce chondroitin sulfatu, glukosamin sulfatu jsou spolecné s dal§imi vybranymi vzorci

uvedeny jako ptiloha €. I. této bakalarské prace.

1.5.2 Vyznam potravinovych dopliikii pri celkové 1é¢bé

Nejrychlejsi metabolismus bezcévné vazivové tkané nachazime v chrupavce, ktera tedy pro
svou aktivitu vyzaduje dostatek zivin. Jelikoz se jedna 0 bezcévnou vazivovou tkan, ziviny
se ke svému cili dostavaji pouze difusi skrze extracelularni matrix. Pro zachovani
chrupavky, kterd se nejrychleji opotfebovava, je rozhodujici podil a kvalita kolagenu.
Vzhledem k siln¢ proaktivnimu metabolismu mize po doplnéni potiebnych latek (zejména
kolagennich peptidl) dochazet v pomérné kratké dobé k regeneraci poskozenych oblasti. Je
tedy vhodné do 1écby zatadit také potravinové dopliiky, které obsahuji latky nezbytné pro
vystavbu a vyzivu tkand. Cast z nich je fazena do skupiny SYSADOA (diive
chondroprotektiva), ¢ast tvofi vitaminy a mineraly, antioxidanty (antihomocysteiny),
piipadné piirodni vytazky, které podporuji pruznost kolagennich vlaken. Jednotlivé t¢inné

slozky potravinovych dopliku jsou piedstaveny v nasledujici kapitole [4, 11].

1.5.3 Fyzioterapie

U naprosté vétSiny onemocnéni pohybové soustavy je vhodna fyzioterapeuticka 1é¢ba. Mezi
doporucované cviky patii zejména ty, které posiluji kosterni svalstvo a dopoméahaji
pruznosti kloubnich vazii. Dlraz je vzdy kladen na maximalizaci zachovani funkce kloubu a
rozsahu jeho pohybu. Dilezit4 je také tprava Zivotospravy, ktera se Casto vaze na Upravu
hmotnosti postizeného, nebot” jak bylo vyse uvedeno, nadvaha nadmérné zatézuje klouby a
je tedy prekazkou efektivni 1é¢by. Casto je nutné také omezeni aktivity, at uz na dobu
nezbytné nutnou, nebo trvale. Nadmérna aktivita (zejména v piipadé profesionalnich
sportovct) rychle opotiebovava klouby. Vhodné je také vzdélavani postizeného a v piipadé

psychickych bloki (napiiklad z diivodu deformit) také psychologicka pomoc [4, 11].
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1.5.4 Alternativni lééba

Alternativni lécba se jen velmi zfidka indikuje samostatné, ma vSak podptrny efekt pti 1é¢beé
celkové. Jedna se napiiklad o psychoterapii, ktera ma ovSem ucinky pouze u postizenych,
ktefi se s ni ztotoznuji, vyZivajici zejména autosugesci a relaxacni techniky. Rozsirenou
podporou alopatické 1écby je také vira, biblicky vyrok "Vé&r a vira tva t€ uzdravi" hleda
oporu v psychice. Viru, ¢i pozitivni mySleni, je tedy mozné oznacit za uréity druh
psychoterapie. Znama je také klimatoterapie, ktera pisobi pozitivné napiiklad u postizenych
psoriatickou artritidou. Popiipadé tepelna 1écba teplo/chlad, ktera pusobi zejména proti

bolesti. Existuje také homeopaticky ptistup k 1é¢beé [11].

1.5.5 Chirurgicka lécba

V ptipadé velmi pokrocilé nemoci, kdy je bolestivost na nejvysSich stupnich a dochazi k
prokazatelné destrukci kloubu, jsou do kloubu chirurgicky zavadény naptiklad chrupavcité
cepy, popiipadé dochazi k nahrad¢ poskozeného kloubu endoprotézou. Tato 1écba je vzdy
posledni moznosti a je praktikovana, pouze kdyz selzou ptfedchozi metody. Potravinové
doplnky maji i v tomto piipadé nezastupitelnou roli, nebot” podporuji regeneraci

poskozenych tkani [4, 12].

1.6 Skupina uZivateli potravinovych dopliikku

Skupinu uzivatelii potravinovych dopliikli pro vyzivu a regeneraci kloubt je moZzné odvodit
jiz na zaklad€ predchozi ¢asti textu. Kromé jiz nemocnych kloubnimi onemocnénimi ji
mohou tvofit aktivni sportovci, seniofi a dale lidé s urcitou dispozici ke kloubnimu postizeni
nebo i lidé zdravi — zde hovofime o preventivnim podavani. Naopak uzivatelé z fady déti
nejsou pfili§ Cetni, prestoze by to bylo ucelné, nebot’ v détstvi se v pribehu rastu vytvari
kvalita skeletu. Podame nyni charakteristiku jednotlivych skupin ve vztahu k uZzivani

potravinovych doplik.
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1.6.1 AKktivni sportovci

Lidé aktivné vénujici se sportu, jak jiz bylo feCeno, opotiebovavaji své klouby mnohem
intenzivnéji nez rekreacni sportovci. Z tohoto divodu potifebuji specialni vyzivu, ktera
klouby ochrani pted nadmérnym poskozenim. Kloubtim skodi zejména opakované doskoky

a dopady na tvrdou podlozku, kdy dochazi k mikrotrhlinam v kloubni chrupavce [11].

1.6.2 Preventivni podavani

Lidé s dispozicemi k osteoartroze, jako je predevsim rodinna anamnéza, by méli preventivné
jiz od mladi uzivat ptipravky urcené k ochran¢ a vyzivé kloubli obsahujici kolagenni
peptidy, jejichz Gcinek zesiluji dalsi latky skupiny SYSADOA (chondroitin, glukosamin,
kyselina hyaluronovd) a dale vitaminy a mineraly. Preventivné je také dilleZité neptetézovat

klouby, napft. udrZzovanim spravné hmotnosti [11].

1.6.3 Seniori

Skupina seniort je hlavnim spotiebitelem téchto potravinovych doplikt, nebot’ vzhledem k
dob¢ opottebovavani kloubil jsou nejcastéji postizeni zejména osteoartrozou. Organismus s
navysujicim se vékem ztraci na schopnosti dopliiovat do kloubti vyzivu, proto je vhodné jej
podpoiit konzumaci potravinovych dopliki obsahujicich kolagenni peptidy a dalsi
podptirné latky skupiny SYSADOA a vitaminy a mineraly. U rady ptfipadii onemocnéni jiz
nelze degenerativni stav zvratit, uzivanim téchto vyrobkl je ovSem mozné zlepsit kvalitu

zivota nemocného [11].

1.6.4 Pacienti po urazech a operacich

Po chirurgické a farmakologické 1é¢bé byva v piipadé urazli pohybového aparatu
ordinovana rehabilitace. Jiz pfi ni je mozné dopomahat rekonvalescenci kloubli s pomoci
potravinovych dopliikti. Jedna se o fazi dlouhodobou, dolécovaci, pfi které hraji vyznamnou
roli symptomatické latky skupiny SYSADOA, ale ptfedevsim kolagenni peptidy, pomoci

kterych je obnovovana kostni, chrupavcita i pojivova tkan [11].
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1.7 Potravinové dopliky

V této kapitole uvedeme charakteristiku jednotlivych slozek dopliika stravy pouzivanych
v [écbé kloubnich onemocnéni. Popsany budou hlavné ucinné latky v nich obsazené,

S vyjimkou kolagenu, ktery je popsan v kapitole nasledujici, nebot’ tvoti jadro celé prace.
1.7.1 Utinné slozky potravinovych dopliikii uréenych k regeneraci kloubni tkang

1.7.1.1 Kolagenni peptidy

Kolagenni peptidy jsou hlavni u¢innou sloZzkou dopliki stravy, je moZzné je oznacit za
“stavebni kameny” kolagenu. Obsahuji vysoké davky glycinu a prolinu, hydroxyprolinu a
hydroxylyzinu, jez jsou nezbytné pro vystavéni pevné struktury kolagennich vlaken.
Kolagenni peptidy zvySuji tvorbu kolagenu a podporuji tvorbu chrupavc€itych i okolnich
tkéani kloubu a urychluji tak regeneracni procesy. Blize jsou kolagenni peptidy predstaveny v

kapitole struktura kolagenu [11].

1.7.1.2 Glukosamin sulfat

Glukosamin, ktery je ziskavan extrakci z korySt, je soucasti polysacharida, které
Vv chrupavce udrzuji vodu a pfispivaji tak k jeji pruznosti. Jedna se o latku oznacovanou
jako "kloubni wvyziva", ktera ptiznivé ovliviluje metabolismus chrupavky a je
pfirozeng, podobné jako chondroitin sulfity, navdzana na proteoglykany. Séam, ¢i
vV kombinaci s chondroitinsulfaty, udrzuje glukosamin sulfét flexibilitu a pohyblivost kloubu,
aktivné vyhledava a pozitivné ovlivituje poSkozeni chrupavky. Substituuje tedy fyziologicky
ubytek glukosaminu v chrupavkéach a synovidlni tekutiné. DalSim ptinosem je potlaceni
bolestivych projevii kloubnich zanétl, vyziva a v jejim dusledku také zvySeni hybnosti
kloubi. Je jednou z latek skupiny SYSADOA, po ukonceni uzivani doporucenych dennich
davek (1500 mg denné po dobu nejméné 2 mésicli) pietrvava jeho ucinek po dobu nékolika

dalsich tydnéi [11].
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1.7.1.3 Chondroitin sulfaty

Chemicky spravné chondroitin-4-sulfait a chondroitin-6-sulfat jsou polysacharidy, které
spojuji buiiky v zivoc¢isnych tkanich (soucast mezibunééné hmoty). Chondroitin sulfat diky
svému zapornému naboji zadrzuje v chrupavkach vodu a piispiva tak k jejich pruznosti.
Nachazi se zejména v chrupavkach, kostech a kuzi, Slachach glykoproteinech slin, pro
vyrobu potravinovych doplnki je ziskdvan extrakci z hovézich ¢i veptovych chrupavek.
Patfi, stejn¢ jako glukosamin sulfat ke skupiné SYSADOA a pii dlouhodobém uZivani
doporucené denni davky (800 az 1 200 mg denné po dobu dvou mésicti) se prokazaly
piiznivé ucinky pti artroze kloubu, jeho zanétu a s nim spojené bolestivosti. Spolecné s

glukosamin sulfatem pomaha udrzovat zdravi a pohyblivost kloubu [11].

1.7.1.4 Antioxidanty

Naptiklad v podob¢ selenu snizuji tvorbu vlastnich latek, které by mohly zhorSovat zanétliva
onemocnéni. Antioxidanty ni¢i volné radikdly, které v téle vznikaji naptiklad plisobenim
stresu, aktivnim ¢i pasivnim koufenim. Chrani bunky a tkan¢, a podporuji v nich latkovou
vyménu. Mezi antioxidanty pouzivané v dostupnych ptipravcich patii napt. vytazky ze
zeleného Caje, vitaminy C, E, selen a ostropestfec mariansky. Vitamin E (alfa-tokoferol) a
vitamin C (kyselina askorbova) také velmi rychle reaguji s volnymi radikaly. Zejména
vitamin C podporuje formaci kolagennich vladken a podporuje hojivé procesy, nebot’ je
kofaktorem enzyml zOc€astnénych pii biosyntéze kolagenu. O zvySeny pifjem tohoto
nezbytného vitaminu by méli dbat zejména kufaci, u kterych se spotieba az ztrojnasobuje.
Vitamin E je nezbytny mimo jiné k udrzeni zdravého stavu kosti, zubii, chrupavek a koznich
derivatl. Selen je nezbytny pro zdravou kardiovaskularni funkci a pasobi proti rychlému

starnuti. Extrakt z ostropestice pfispiva k pro¢istovani organismu [11, 13].

1.7.1.5 Minerdly

Nezbytny pro budovani struktury kosti je vapnik. Pfinos jeho pfitomnosti ve tkanovych

tekutinach spocivd predevSim v mechanismu srazeni krve. Napomaha ale také udrzovani
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chemické rovnovahy v téle a podili se na kontrakci svalovych vldken, ¢imz ovliviiuje také
ginnost kloubu. Uzce vazan na vapnik je hoi¢ik. Je nezbytny pro zapracovani vapniku do
kosti. Hof¢ik je nezbytnym prvkem pro Cinnost hypofyzy, kterda spousti hlavni obranné
mechanismy, které¢ maji zabezpecit mobilizaci energetickych zasob, ulozenych v glykogenu.
Biochemicka aktivita hot¢iku spociva v aktivaci celé fady enzymil. Podili se na metabolismu
tukt a bilkovin. Také nedostatek manganu brani u¢innému zabudovani vapniku do kosti. Je
kofaktorem enzymu glukosyltransferazy, kterd ovliviiuje tvorbu glykosaminoglykanti. Pti
vyrazngjSim, déletrvajicim nedostatku mize byt tento proces tak siln€¢ narusen, Ze ani
zvySeny piivod vapniku v potravé nezajisti odpovidajici zlepSeni pii 1€Cbé osteoporozy.
Dalsimi diilezitymi mineraly jsou méd’, mangan a zelezo, predevsim jejich organické zdroje.
Pficemz méd” napomahd organismu k vyuzivani Zeleza a stavbé pohybového aparatu
a koznich derivati. Vyuzivany je zejména glukonat médnaty, kdy je méd’ v organické vazbé.
Doporucena denni davka je pro zdravého dospélého jedince ¢ini 0,9 mg/den. DileZzitost

médi spoc€iva zejména v jeji pritomnosti v fadé enzymu [11, 13].

1.7.1.6 Biotin

Také oznaCovany jako vitamin H, je kliCovou latkou umoznujici propojeni mezi
metabolismem cukrii a tukti. Napomaha budovani vlastnich télesnych bilkovin a je tedy opét

nezbytny pro zdravou kizi, kosti, zuby a kozni derivaty [11, 13].

1.7.1.7 MSM

Methylsulfonylmethan je vhodné pouZzit zejména v kombinaci s hydrolyzaty kolagenu a
glukosaminu. MSM dodéva organickou podporu vystavby kolagenu. Zaroven detoxikuje

organismus a zvysuje krevni ob¢h [11, 13].

1.7.1.8 Kadidlovnik pilovity

Vytazek z Boswellia serrata chrani travici ustroji a ma pozitivni G¢inky pii mechanismu

vyprazdinovani. Mimo tento pozitivni efekt je v 16€b¢€ kloubnich onemocnéni Gi€inna zejména

-----
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ovéfeni téchto ucinkt byla v Indii provedena dvojité slepa, randomizovana, placebem
kontrolovana multicentrickd studie ovérujici ucinky, bezpecnost a snasenlivost extraktl

Boswellia serrata u tficeti pacientll s gonartrozou [12, 14].

1.7.1.9 Tripeptid glycin-histidin-lysin

Ovlivitluje metabolismus chrupavcitych a kostnich bunék, podnécuje jejich mnoZeni a tedy 1

vznik novych regeneracnich bun¢k kloubni tkané [11].
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2 KOLAGEN

Kolagen ¢ini chrupavku elastickou, odolnou, funkéni. V ptedchozi kapitole bylo popséano,
co jeho nedostatek v duasledku rtiznych onemocnéni zpisobuje, jak je mozné nepiiznivé
dopady jeho absence IéCit a kterymi ucinnymi latkami potravinovych doplikti je vhodné
jeho tvorbu a regeneraci podpoftit. V této kapitole bude popsana struktura kolagenu a jeho

vlastnosti.

2.1 Zakladni fakta

Kolagen je nejrozsitengj$im zivocisnym fibrilarnim proteinem, ktery se objevuje jiz v
embryonalnim stadiu, kdy je zodpovédny piedev§$im za strukturalni vyvoj bunék, pozdé&ji
piebira role jiné, predevsim protektivni, diky své elasticité. Je soucasti extraceluldrni matrix.
V lidskych tkénich bylo nalezeno vice nez 11 rtiznych typt kolagenti, celkoveé u zivocicht
rozeznavame 27 kolagennich typli a reSerSe neustdle pokracuje, nebot kolagen je
vyznamnou slozkou vnitintho podpiirného mechanismu kosti, chrupavek, Slach, vaziva,
ktze, ale také cévnich stén, rohovky a dalSich télnich organd. Obsahuji jej tedy témeét
vSechny pojivové tkan€. Nejhojnéji zastoupené jsou kolageny typi I — V, které jsou také
nejvice prozkoumany. Tato prace se jimi bude zabyvat v ndsledujici kapitole. Nyni

predstavme strukturu kolagenu [15].

2.2 Struktura

Struktura kolagenu je namétem pro Cetné vyzkumy. Od osmdesatych let jsou u Zivocichii
objevovany stale nové kolagenni struktury. Nésledujici fadky jsou pfiblizenim stavajicich
poznatkll v této oblasti. V Givahu jsou vzaty ¢tyfi struktury - primarni, sekundérni, terciarni
a kvartérni. Pro popis struktury je pouzit kolagen prvniho typu (typ I), a to z divodu
omezené¢ho rozsahu prace a odliSnosti struktur jednotlivych peptidovych fetézci. Nicméné
struktury dalSich typl kolagenii jsou ndmétem pro budouci vyzkumy, a to sice piedevsim

praktické, nebot’ jejich teorie jiz byla popsana [16].
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Primarni struktura popisuje sekvenci aminokyselin v peptidovém fetézci, popisuje
charakter peptidovych vazeb a znazornuje polohu, pocet a charakter vedlejSich vazeb.
Charakteristickou kyselinou kolagenu je hydroxyprolin, vznikajici modifikaci prolinu za
ucasti kyseliny askorbové, ktery se ve veét§im mnozstvi nachdzi prakticky pouze v této
bilkovin¢ [15]. Obsahuje také samotny prolin, ktery spolu s hydroxyprolinem podminuje
jeho sterickou rigiditu (projevuje se jako nemoznost volného otaceni okolo vazby Ca-N a
ztizenym otacenim okolo vazby Ca-CO) a odliSnou orientaci polypeptidickych fetézci, nez
je tomu v piipadech bilkovin obsahujicich mensi mnozZstvi cyklickych aminokyselin. Kolagen
obsahuje také zna¢né mmnozstvi glycinu (330 mol/1000 mol aminokyselin), ktery tvofi
pomérn¢ pravideln¢ kazdou tfeti aminokyselinu v sekvenci fetézcli. Toto rozlozeni
umoziuje spojeni fetézcu do trojité Sroubovice, popsané nize, v ramci sekundarni struktury
kolagenu. Dulezitou latkou v kolagenu je také hydroxylyzin, ktery je vyznamny piedevsim
diky své vazanosti na cukerné slozky. Charakteristickad je také ptitomnost tyrozinu,
nahromadéného v telopeptidech (termindlnich peptidech). V pomérné malém mnoZzstvi jsou
zastoupeny leucin a izoleucin, methionin a cystein. Cystein se v kolagenu 1. typu vyskytuje

Sté€peni pii studiu primarni struktury kolagenu [15].

Diky studiu primarni struktury kolagenu bylo zjisténo, ze jsou v ném prostiidany polarni a
apolarni oblasti, pficemZ polarni oblasti je mozné rozdélit na obsahujici bazické a kyselé
aminokyseliny. V apolarnich ¢astech se pravidelné stiidaji sekvence Gly-Pro-R, pfi¢emZ na
pozici R je mozné dosadit aminokyseliny — napiiklad Hyp, Met, Ser, Ala a dalsi. Jeden
fetézec tvofi pfiblizné 1000 aminokyselin, celd molekula md potom piiblizné trojnasobny

aminokyselinovy obsah [16].

Sekundarni struktura popisuje prostorové usporadani, jez je dano sekvenci aminokyselin
a fixovano jejich nevazebnymi interakcemi. Struktura kolagenu je jako u vétSiny proteinii o-
helix pravoto¢iva. Na rigidnim uspofadani polypeptidového fetézce se podili
intramolekulové vodikové vazby Ca - N a Ca — CO, vychazejici z o uhlikového atomu [15].

Zakladem sekunddrni struktury kolagenu je levotociva polypeptidova Sroubovice se
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stoupanim 0,95 nm, kterd je svinuta do pravotoCivé struktury superhelixu. Jednotlivé
peptidy jsou od sebe vzdaleny 0,286 nm a celkovd délka fetézce je 290 nm, cozZ je
charakteristicky rys pravé kolagenu, nebot jinde se vyskytuje pouze u proteini s podobnou

sekvenci aminokyselin [16].

Pfi vyzkumu terciarni struktury kolagenu je pozornost zaméfena na konformaci
polypeptidového fetézce, tedy na jednotlivé prvky sekundérni struktury a jejich prostorové
uspofadani. Tercidrni struktura je tvofena tfemi navzajem ovijejicimi se levoto¢ivymi fetézci
tvoticimi trojitou pravotocivou Sroubovici o priméru 1,4 nm v délce 290 nm. Takto vznikly
provazcovity utvar se nazyva tropokolagen, ktery je zakladni stavebni jednotkou kolagenu.
Jeho soudrznost je dana sousedicimi vodikovymi vazbami, které vznikaji, pouze kdyZ jsou

vSechny tii fetézce v té€sné blizkosti. Tuto blizkost zajistuje pfitomnost glycinu [16].

Kvartérni struktura stanovuje kolagen jako fibrilarni bilkovinu, jeho struktura je tedy
vlaknita. Fibrily jsou dlouhé a pevné a vyskytuji se ve vSech pojivovych tkanich. Jedna
molekula méfi ptiblizné 300 nm. Jednotliva vldkna je mozné dale Clenit, a to az na

mikrofibrily s uspotadanim C- konec a N- konec [16].

2.3 Vlastnosti kolagenu

Kolagen je pro lidsky organismus nepostradatelny, jeho absence v kloubech zplisobuje ¢etna
onemocnéni, jak je pojednano diive. Je obnovitelny a jeho zdroje jsou téméf neomezené.
Proto je pouZivan pii vyrob& potravinovych doplikii. Soucasné jsou hleddna novd moZna
Vyuziti a to jak v oblasti 1é€by kloubnich onemocnéni, tak také v jinych oborech. Pro praci s
nim je vSak nezbytné znat jeho vlastnosti, a tedy v této cCasti bakalaiské prace jsou

popsany jeho zakladni charakteristiky.
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Podobné jako jiné bilkoviny, ma kolagen polyelektrolyticky charakter, coz znamena, ze se
naboj molekuly kolagenu méni v zavislosti na zméné¢ pH. Nekteré ze skupin jeho
postrannich fetézcl ionizuji v zasaditém a nckteré v kyselém prostiedi. V silné zasadité
oblasti je naboj molekuly zaporny, v siln¢ kyselé je kladny. Izoelektricky bod nachazime pti
pH 7. Je to hodnota pH, pfi které je pocet protonti piipojeny ke skupiné¢ -NH2 roven
mnozstvi protond odtrzenych od skupiny -COOH [17].

Dalsi vlastnosti je stabilita kolagenu v hydrotermalnim prostiedi. Kolagenni vladkna se ve
vodném prostiedi zkracuji pfiblizn€ o jednu tietinu. Divodem tohoto smrsténi je Sté€peni v
intra- a intermolekularnich vazbach. Vazby tohoto typu udrzuji spiralni stavbu v
kolagenovém vlakné€. Zkraceni zptisobuje Stépeni vodikovych vazeb, zptisobené izotropnimi

¢inidly. Teplota nezbytna pro tuto reakci se u savci pohybuje od 60 °C do 65 °C [17].

Pti zahtivani ve vodnim prostiedi vznikd z kolagenu Zelatina. Pii teploté 90 °C jsou
pieruseny vazby mezi polypeptidovymi fetézci a kolagen pak vytvoii Zelatinovy sol - pii
ochlazeni pak znovu vznika organizovana struktura, ovSem s moznymi modifikacemi.
Dlouhodobym piisobenim teploty dochazi k ¢aste¢né hydrolyze kolagenu - tedy ke zméné
jeho primarni struktury, ¢ili denaturaci. Pfi zpétném ochlazeni zelatiny vznikd opét kolagen

s vice ¢i méné organizovanou strukturou. Tento proces je nazyvan renaturaci [ 18].

Kolageny jsou piiblizné z 20% tvofeny vodou. Ta je nezbytna proto, aby byly udrZeny
fyzikalni vlastnosti kolagenu. Ve stoprocentné hydratovaném stavu se uvoliluji pohybova
omezeni peptidovych fetézcl. Proto obsahuji kolageny dva druhy hydrofilnich center, které
tuto hydrataci zaji$t'uji. Prvnim z nich jsou peptidické vazby kysliku a dusiku, druhym jsou
polarni skupiny v fetézcich n€kterych aminokyselin [18].

Kolagen se z fyzikalné-chemického pohledu fadi mezi gely - Koloidni soustavy, U nichZ je
omezené bobtnaji. Prvni pficinou je hydratace hydrofilnich center (popsanych vyse), jedna
se 0 tzv. hydratacni vodu, ktera je odstranitelna pouze susenim. Druhou pfi¢inou je bobtnaci

voda, tu lze odstranit mechanicky. Slouceniny, odpovédné za toto bobtndni, mohou mit
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schopnost §tépit vodikové vazby, popfipadé rozpoustét kolagen (pii vysoké teploté ve

vodném prostiedi) [18].

2.4 Jednotlivé typy kolagenu

Ze sedmadvaceti doposud znamych typt kolagenu jsou v této praci piedstaveny pouze
¢tyfi. Tyto Ctyti typy kolagenu se vyskytuji v lidském organismu a plni v ném nezastupitelné
role - ptedevsim podpurné. Popis zbylych typt kolagenu svym rozsahem piesahuje rozsah
této bakalarské prace. Mohl by piedstavovat namét budouci diplomové prace. Na konci této

kapitoly je uvedena ptehledna srovnavaci tabulka jednotlivych typa.

2.4.1 Kolagen typu |

Kolagen prvniho typu je v lidskych tkanich nejrozsitené;si. Pfedstavuje ptiblizné 90% vSech
kolageni v lidském téle. Sestava z jednotlivych kolagennich vldken dlouhych 1-20 um,
které maji strukturu triple-helixu, ktery tvofi tfi polypeptidické fetézce obsahujici ve velké
mife aminokyseliny glycin, prolin, hydroxyprolin a hydroxylyzin (popsano vyse).
Strukturaln¢ obsahuje dva stejné fetézce aminokyselin znacené al a jeden fetézec odlisSny —
02. Podle jeho rozpustnosti v riznych prostiedich jej mizeme dé€lit na Neutral Salt Soluble
Collagen (NSC), ktery je rozpustny pouze v neutrdlnich solich, Acid Soluble Collagen
(ASC), rozpustny v kyselinach a Insoluble Collagen (ISC) ktery je z ¢asti rozpustny pii
denaturaci a ¢astecné nerozpustny [15]. Kolagen prvniho typu je pfevazné piitomen v
kostech, Slachach, pokoZce a zubech. Tento typ kolagenu mé Sirokospektré vyuziti, a to
nejen v potravinaiské vyrobé (naptiklad pii vyrobé potravinovych dopliki vyZzivujicich
kostni tkan pti 1é€bé osteopordzy) ale také ve vyrobé kosmetickych piipravki, kdy je
obsazen v piipravcich proti starnuti pokozky. Své misto ma také pii vyrobé chirurgickych
niti. Je také nosiCem Ié¢iv nebo stimulujicich latek, ptedevs§im diky svym fyzickym
vlastnostem — pruznosti, vstiebatelnosti a toxicité. Ve vyzkumu je pouzivan jako podklad

pro péstovani tkanovych struktur a je ¢asto vyuzivan pti vyrobé¢ tkanovych nahrad [20].
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2.4.2 Kolagen typu Il

Na rozdil od kolagenu prvniho typu, obsahuje tento typ vice hydroxylyzinu a postrannich
fetézcu cukrt. Je slozen ze tii polypeptidickych al fetézctu a jeho vlakno je pak 67 nm
dlouhé. Ze vsech ostatnich typt kolagenu je nejhojnéji zastoupen v extracelularni matrix,
kde ptispiva k podptirné funkci. Casto je vyuzivan ve tkafiovém inZenyrstvi, zejména proto,
ze slouzi jako ,,pletivo*, na kterém se uchycuji a spravné rozmist'uji chondrocyty. Stavi tedy
pro optimalni funkci chrupavky nezbytnou arkadovou strukturu. Je pfevazné nerozpustny
(vyjimkou je kolagen II embryi) a k jeho izolaci je pouzivano pepsinové stépeni. Kolagen II
se nachazi v chrupavkach, kde tvofi pfiblizné 50% celkového objemu, proto je spole¢né s

kolagenem typu I z hlediska vyuZitelnosti pro pohybovy aparat nejdulezitéjsi [16, 20].

2.4.3 Kolagen typu Il

Dftive byl nazyvan také retikulin, zejména proto, ze jeho fibrily, spojené ve vldkna tvofii
retikuldrni sité, ve kterych jsou vice ¢i méné pravidelné uspotradany. Retikularni sité jsou
oporou mékkych tkani, proto tento typ kolagenu nalezneme ptedev§im pravé v nich.
Ptikladem mohou byt hladké svalové bunky ¢i nervova vlakna, obsazen je také ve sténach
cév. Svou stavbou je znacn€ podobny kolagenu I, avSak obsahuje vice proteoglykani a
glykoproteinii. OdliSuje jej zejména piitomnost disulfidickych mustki na konci -C s
vysokym obsahem hydroxyprolinu. Se starnutim organismu tohoto kolagenniho typu v

tkanich ubyva, proto jej nalezneme predevsim v mladych tkanich [16, 20].

2.4.4 Kolagen typu IV

Tento typ kolagenu netvoii ani fibrily, ani vlakna, je typem amorfnim. Stejné€ jako ptedchozi
typy je tvoren helikdlnimi strukturami, k nimz jsou vSak pfipojeny také oblasti nehelikalni,
které jeho strukturu narusuji. K jeho izolaci je vhodné pouZit proteolytického Stépeni
pepsinem. Je nazyvan kolagenem bazalnich membran. Retézce tohoto typu maji nasledujici

podoby: dva stejné fetézce al a jeden odlisny a2 [15].
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2.4.5 Srovnani kolagennich typu I-1V

V nasledujici tabulce jsou ptfehledné srovnany Ctyii vyse uvedené typy kolagenu. Tabulka je

uvadéna s cilem zefektivnit a zptehlednit udavané informace [15, 16, 20, 21].

Tabulka 1: Srovndni kolagennich typii I-1V

Hlavni
Kolagen | Retézec molekuly | Struktura Izolace Charakt. znaky oblasti
vyskytu
Kolagen | [al(D]1 [e2(D)]2 Vlakna Pepsinova Nejrozsitenéjsi Kost, kiize,
67nm digesce NSC ASC ISC - | Va2y, zuby
druhy rozpustnosti (dentin)
Kolagen Il [al(ID)]3 Vlakna Pepsinova Vice Chrupavka
(retikulin) 67nm digesce hydroxylyzinu a
(embrya) cukernych
postrannich
fetézcl
Kolagen Il [al(IID)]3 Vlakna Pepsinova | Se stafim ubyva, je Kolagen
67nm digesce nahrazen embryonalniho
kolagenem | vyvoje
Kolagen IV | [al(IV)]2[02(IV)] 1 Amorfni | Proteolytické | Netvoii fibrily Bazalni
Stépeni membrany
pepsinem epitelu

2.5 Metabolismus kolagenu a jeho vyuziti

Vystavba kolagenové struktury ma né€kolik fazi, nékteré z nich nejsou pii biosyntéze
obvyklé, coz je dano strukturou molekuly kolagenu. Je mozné pozorovat Ctyii faze:
syntéza, agregace, polymerace a maturace. Nasleduje odbouravani, jako ptirozeny vyvoj

maturace. Jednotlivé faze jsou predstaveny nize. Abychom splnili cil prace a objasnili, pro¢
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je kolagen pouzivan pii 1é¢bé kloubnich onemocnéni, nasleduje také popis vyuziti

metabolismu kolagenu.

2.5.1 Syntéza

Prvni fazi je syntéza, pfi niz je predpokladano, Ze polypeptidicky fetézec fibrilarnich
proteinit vznikd podobné jako u globularnich. Tento ptedpoklad je zatizen vysokou véhou
fetézce (ziskanou diky mnozstvi postrannich fetézcti a aminokyselin). Na syntéze se podili
nékolik ribozémi, kdy na jejich povrchu vznika peptidicky fetézec s vysokym obsahem
prolinu. Pfed uvolnénim polypeptidického fetézce je na zékladé potadi okolnich
aminokyselin hydroxylovan lyzin a prolin. Pribéh hydroxylace nezdvisi na prostorovém
uspofadani a-fetézcl, jak prokazal Katchalski v roce 1967, a jeji porucha se projevuje

sniZzenou stabilizaci kolagenni struktury [16].

2.5.2 Agregace

Tuto fazi je mozné nazyvat také fibrilogeneze, nebot’ agregaci tropokolagenovych jednotek
vznikaji jednotliva vlakna. Zrychleni této agregace zptisobuji zejména chondroitin sulfaty a
keratansulfat. Zpomaleni je naopak zplisobeno nizkou koncentraci deoxyribonukleové
kyseliny, heparinu a také zvySovanim iontové sily. Pro tvorbu fibril je dulezité také pH - v
izoelektrické oblasti (pH- 4,6) vznikaji velmi rychle, ale jejich struktura je nedokonala. Pti
pH 6,5-9,0 dochazi k agregaci pomaleji, avSak struktura fibril je jiz dobfe uspofddand. Dalsi
slozkou podilejici se na fibrilogenezi jsou nekolagenni bilkoviny obsazené ve vazivech,

zejména pak al-glykoprotein [16].

2.5.3 Polymerace

Kolagenni fibrily jsou pomoci pficnych vazeb spojeny do vysSich celkii, coz ma velmi
dilezity vliv zejména na mechanické vlastnosti této bilkoviny, ale také na vlastnosti
biologické, fyzikalné-chemické a metabolické. Spole¢né se zménou poctu téchto vazeb se

méni také jeho bobtnavost a teplota jeho denaturace [16].
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2.5.4 Maturace

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

denaturace molekuly [16].

2.5.5 Odbouravani

V organizmu existuje systém schopny intenzivniho odbouravani kolagenu, zejména proto,
ze jeho polocas je pomérné kratky. Jako piiklad uved'me nezbytnost rychlé latkové vymény
pii ptrestavbé kosti, fyziologickych stavech d€lohy po porodu a jiné. Snizena funkce
odbouravani kolagenu vede ke zvySenému ukladani pojivové tkan€, coz miize vést k
riznym onemocnénim, napiiklad kolagenni kolitid¢ ¢ijaterni fibroze. Pi1 této fazi lze
identifikovat tti rozdilné reakce na kontakt proteolytickych enzymi s kolagenem. Prvnim z
nich je eliminace telopeptidt Stépenim kolagenu skrze specifické procesy zazivaciho traktu
(napt. pepsin, trypsin). Druhym je odstépny G¢inek bakterialnich kolagenaz, ktery je vazany
na sekvenci ¢ty aminokyselin se soucasnym pozadavkem blokddy C a N konce. Tietim
proteolytickym enzymem je kolagenaza z ocasu pulce Rana Catesbiara, objevena také u
Cloveka, kterd zplisobuje soucasné Stépeni vSech tfech polypeptidickych fetézcl. Zvysena
intenzita tohoto $tépeni doprovazi napiiklad revmatické choroby. Odbouravani je velmi
dilezitou soucésti metabolismu kolagenu, jeho zvySend i snizena funkce vSak doprovazi
zavazna onemocnéni. Detailni mechanismus odbouravani kolagenu a pfic¢iny jeho poruch

jsou vsak z hlediska rozsahu této prace predmétem dalsiho zkoumani [16].

2.5.6 Vyuziti metabolismu kolagenu

Praveé diky detailni znalosti celkového metabolismu a funkce kolagenu v lidském organismu,
dokazeme identifikovat ptisobeni jeho nedostatku. Vime, Ze kolagen ma metabolismus
pomerné rychly, proto je také mozné jeho obsah rychle dopliiovat. Zname také latky, které

blokuji vystavbu pfi¢nych vazeb v kolagennich strukturach. Adam s Vykydalem [12] kladou
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diraz zejména na vSechny latky, které ovliviji ucinek lyxodiazy a také latky s chelataénim
ucinkem, EDTA a B-aminopropionitril. Velmi dulezitou roli hraje ve fazi syntézy kyselina
askorbova (vitamin C), jejiz nedostatek zplisobuje vyrazny utlum tvorby kolagenu z diivodu
blokovani hydroxylace prolinu na hydroxyprolin. Tyto a mnoho dalSich poznatkd jsou
nezbytné pro efektivni vyrobu potravinovych doplikti, které maji za kol vyzivovat a
regenerovat, €1 vystavét synovidlni klouby. Potravinové dopliikky tohoto typu, popsané jiz
vySe, se pak mohou stat dopliky I1éCby, ¢i prvky prevence, S prokazatelnymi uinky pii
dlouhodobém uzivani [11, 16].
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3 ZAVER TEORETICKE CASTI

Lécba kloubnich onemocnéni je komplexni disciplinou, kterd se neopird pouze o lékatskou
péci o nemocného. Ta tvoii samoziejmé podstatnou slozku uspéchu, ale mize byt vsak
vyrazn¢ podpofena uzivanim potravinovych doplikii kloubni vyzivy, pravidelnou
rehabilitaci, upravou zivotniho stylu a podporou pozitivniho psychologického stavu

nemocného.

V teoretické casti této prace jsou po priblizeni zakladniho pojmu prace — Kloubu, blize
predstavena tfi kloubni onemocnéni, jmenovit¢ osteoartréza, revmatoidni artritida
a psoriaticka artritida. S nimi se poji obecné ptiiny kloubnich onemocnéni, mezi néz fadime
piredevSim koufeni, v€k a nesprdvnou zivotospravu, ale také stres, nadmérné pozivani

alkoholu a vlivy osobni anamnézy.

Logicky poté navazuji moznosti lécby kloubnich onemocnéni. Ptiblizena je farmakologicka
léCba, pii které jsou v zavislosti na onemocnéni podavana analgetika, antirevmatika,
piipadné glukokortikoidy a dalsi 1é¢iva. Dale je osvétleno vyuziti potravinovych doplika
kloubni vyzivy pii 1&¢beé. Jejich podavani je vhodné piedevSim kvili obsahu mnozstvi
u¢innych latek, z nichz vybrané jsou popsany v kapitole pojednavajici o potravinovych
doplncich. Opomenuta ovSem nezlstava ani fyzioterapie, ktera hraje vyznamnou roli pfi
obnov¢ hybnosti kloubi. Jako ¢isté podpurné jsou poté vyuzivany alternativni metody,
napiiklad klimatoterapie, psychoterapie, relaxace ¢i homeopaticky pfistup. Pokud je vsSak
poskozeni chrupavky natolik pokrocilé, ze vySe zminéné metody nejsou schopny ucinné

ulevit postizenému, nastupuje chirurgické lécba.

Nabizi se otazka, které skupiny populace jsou tedy nejéast&jSimi uZivateli potravinovych
doplikd. V praci jsou uvedeni pacienti po trazech a operacich, kteti potiebuji podpofit
tvorbu kolagenu pro spravnou regeneraci postiZzenych oblasti, aktivni sportovci, u nichz
dochazi k rychlejSimu opotiebovani kloubli, seniofi — skupina ohrozend artrézami
a v neposledni fad¢ také preventivni podavani dopliku u lidi, kterym zalezi na dlouhodobém
udrzeni své kondice. Pro kazdou skupinu pacienti je vhodné jiné slozeni ptipravku,

predstaveny jsou jednotlivé vyznamné ucinné latky v praxi pouzivanych dopliikd, jako je
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glukosamin sulfat, chondroitin sulfat, biotin, vytazek z Boswellia Serrata a samoziejmé

kolagenni peptidy.

Timto se dostavame k dal$imu oddilu teoretické ¢asti, v némz jsou popsany vlastnosti a
struktura kolagenu a jeho nejcastéjsi typy (I-IV). Pro ptehlednost je zafazena srovnavaci
tabulka jednotlivych typi, kterd poukazuje na strukturu daného typu, fetézec molekuly,
zpusob jeho izolace, charakteristické znaky a hlavni oblasti vyskytu v organismu. Nasleduje
popis metabolickych fazi kolagenu: syntézy, agregace, polymerace a maturace, po niz

nasleduje faze odbourdvani. Dale jsou osvétleny moznosti vyuziti metabolismu kolagenu.

Teoretickd Cast nds pak dovadi k casti praktické, ve které jsou analyzovany metody

stanoveni kolagenu.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PREHLED METOD STANOVOVANI KOLAGENU

V praktické ¢asti, jak jiz bylo nastinéno vyse, dochazime k analyze jednotlivych metod
stanoveni kolagenu. StéZejnimi zdroji pfitom byly clanky publikované anglicky ve
védeckych Gasopisech zaméfenych predev§im na potravinaiskou chemii. Clanky jsou z let
1994 az 2011 a ptedstavuji tak pomerné reprezentativni ,,prirez* reSersi v oblasti stanoveni

kolagenu.

Uvodem praktické ¢asti jsou tedy predstaveny diivody stanovovani kolagenu, soudasny stav

zkoumani a déle jsou analyzovany jednotlivé metody.

4.1 Divody stanovovani kolagenu

Mnozstvi kolagenu je vedle jinych faktori pouzivano pro stanoveni kvality masa. Struktura
a obsah cCistych bilkovin jsou obecné indikatory jakosti. Pro zjisténi obsahu ¢istych bilkovin
je nejcasteji pouzivand Kjeldahlova metoda, kdy je od obsahu celkovych bilkovin odecitan

obsah kolagenu stanoveny ptes 4-hydroxyprolin (ndsoben 8§,0).

The US Department of Agriculture's Food Safety and Inspection Services hodnotil mnozstvi
dat vcetné¢ téch, vypovidajicich o stravitelnosti masa a masnych vyrobkil v zadvislosti na
obsahu kolagenu. Doporudili pouziti ¢istého proteinu (accurate protein), aminokyselin a
pojivovych tkani v mase jako jednoduchych a praktickych indikatord kvality proteind. Jejich
doporuceni se opiralo o dva zakladni nalezy: Existuje statisticky prokazatelna korelace mezi
hodnotami PER (protein efficiency ratio — G¢inny pomér bilkovin) a obsahem zakladnich
aminokyselin v proteinech. A obsah kolagenu je nepfimo Umérny PER hodnotam v
dobyt¢im mase, dribezi a masnych produktech z nich vyrobenych. Nartst procenta
kolagenu v mase redukuje absolutni obsah aminokyselin a narusuje jejich rovnovahu, tedy

poskozuje kvalitu proteinového systému [22].
Kolagen je pfi stanovovani kvality masa duleZity proto, Ze se od jinych bilkovin odliSuje
svym aminokyselinovym slozenim, ptedevsim vysokym obsahem glycinu, hydroxyprolinu a

prolinu. Jeho slozitd struktura, popsand vyse v teoretické Ccasti, se odrazi v jeho
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vlastnostech. Pti zvySené teploté (zahievu) se kolagenni vldkna deformuji (zkracuji se az na
tretinu své ptvodni délky) a stavaji se elastickymi. Ve vodnim prostiedi nasledné bobtna a
po poruseni pri¢nych vazeb prechazi na zelatinu (glutin). Vznik Zelatiny je pro technologii
masa velmi podstatny, nebot je pti¢inou méknuti nékterych druhii. Tento poznatek je
vyuzivan jak pfi tepelné kulinarni Gpravé, tak pii vyrobé masnych vyrobkl. Obsah kolagenu
poté napovida mnohé o kvalité masa. Pro potfeby vyroby potravinovych doplikt je kolagen
extrahovan z hovézich a veprovych chrupavek [15, 23].

4.2 Soucasny stav zkoumani

V soucasnosti je znamych minimalné sedmadvacet druhti kolagenu, z nichz nejdtlezité&jsi,
pro svou schopnost vytvareni vlaken a jejich siti, jsou kolageny typu I, II, III, IV a V,
popsané vyse v teoretické cCasti. Spolecné pro vSech dvacet sedm typa je, ze maji
pravotocivou Sroubovici slozenou ze tii a-fetézci. Ta mlize byt tvofena tfemi stejnymi
fetézci, piipadné¢ dvéma a vice rlznymi fetézci pfitomnymi v extracelularni matrix.
Rozmanitost jednotlivych typt se nasledné projevuje piedevsim v oblasti vyskytu kolagenu
(kost, kiize, dentin), jeho funkci a zastoupeni ve tkanich. Tendence vyzkumu v této oblasti
jsou piedevsim prohlubovani a propojovani. Prohlubovéni vyzkumu se déje z toho diivodu,
ze stale vznikaji nové postupy stanoveni kolagenu v hydrolyzatech. Dil¢im produktem
prohlubovani je pak objevovani novych typtu kolagenu. Propojovani je vazano piedevsim na
rostouci komplexitu vyzkumt, kdy vyzkumné prace prestavaji byt jednooborovymi a jsou
zaméfeny spiSe transversalné (toto tvrzeni doklada také téma této bakalarské
prace, pohybujici se na pomezi biochemie, potravinafstvi a cCastecné farmacie).
Multioborové studie reSerSe jsou pak vysledkem piekotného vyvoje, ktery lze
charakterizovat mezinarodnim akronymem VUCA World (Volatile, Uncertain, Complex,
Ambiguous - nestaly, nejisty, slozity a nejasny) ktery nuti jednotliva vyrobni i védecka

odvétvi ke spolupraci.
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4.3 Metody stanoveni kolagenu

Predstavme nyni vybrané metody stanoveni kolagenu, popsané v letech 1994 — 2011. Pro
lepsi ptehlednost je analyza metod popsana v nasledujici struktufe: autor metody, rok

objeveni metody, védecké pracovisté a celkovy popis metody.

4.3.1 Evaluace proteinové kvality masa za pouziti kolagenu

Autor: S. N. El

Rok vyvinuti metody: 1994

Védecké pracovisté: Ege University, Izmir, Turecko
Hlavni prinosy metody:

1) neni zapotiebi Zadnych vysoce sofistikovanych ptistroji
2) Casova a finan¢ni nendrocnost

3) snadnd proveditelnost pro malovyrobce

Popis metody:

Tato studie stanovovala kolagen v hovézim zadnim mase a jatrech, klobase z hovéziho
masa, jehné¢im mase, rybé a dribezi s cilem prokazat, zda je mozné pouzit mnozstvi
kolagenu pro urceni nutricni kvality proteinu.

VSechny vzorky byly pfed vlastni analyzou homogenizované pomoci Biihlerova 7400
homogenizatoru. Dusik byl stanoven Kjeldahlovou metodou a procento €istého proteinu
bylo nasledné néasobeno faktorem 6,25. Obsah hydroxyprolinu byl determinovan
trojnasobnym na hydrolyzovanych vzorcich pomoci Woessnerovy metody z roku 1961.
Obsah kolagenu, jako procentualni podil, byl kalkulovan na zakladé¢ formulace doktora
Laser-Reutersward a jeho tymu. Proteinova kvalita vzorkli pak byla hodnocena pomoci
rovnice vytvorené Leeem: Ocekavany PER = - 0.02290x + 3.1528. Kde x je obsah kolagenu
vyjadieny jako procentudlni podil v daném proteinu. Vysledky experimentu potvrdily

predpoklady vyzkumu — nejvyssi podily hydroxyprolinu a kolagenu byly stanoveny pro
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masny vyrobek — klobasu a to sice nasledovné: 0,664/100g a 40,5% z celkového obsahu

vvvvvvvv

kolagenu (10,3% z proteintt).

Nalezy tohoto vyzkumu se celkové shoduji s vysledky jinych, starSich metod (Lee 1978,
Babji 1980) a z toho tedy vyplyva, ze obsah kolagenu mize byt pouZzit pro hodnoceni
kvality bilkovin [22].

4.3.2 Metoda HPLC pro urceni hydroxyprolinu ve vazivovych tkanich
Autor: Paul R. Hutson, Mark E. Crawford, Ronald L. Sorkness

Rok vyvinuti metody: 2002

Védecké pracovisté: UW School of Pharmacy, Madison, Spojené Staty Americké
Hlavni prinosy metody:

1) Piesnost, tplnost a citlivost pti detekci hydroxyprolinu

2) Vyuziti pii vyzkumu astmatu

Popis metody:

Tato metoda byla vytvoiena pro potfebu méfeni zmén mnozstvi hydroxyprolinu ve fibrézni
plicni tkéni krys, modelt pro vyzkum lidského astmatu. Hydroxyprolin je jednou z hlavnich
aminokyselin tvoficich kolagen a jeho monitorovanim je tedy mozné zjistit obsah kolagenu v
plicni tkani.

Tato metoda, kterd kombinuje jiz pfedchozi vyzkumy (Mazzi, Einarsson), tedy derivatizaci
a fluorescencni chromatografii, byla jiz od pocéatku slibnd. Zménou oproti pivodnim
vyzkumiim bylo navySeni NaOH a v jeho disledku zména pH na 9,5. Metoda HPLC (high-
performance liquid chromatography — vysokoudinna kapalinova chromatografie) je pro jeji
ptesnost, Uplnost a citlivost detekce hydroxyprolinu aplikovana ve svém pivodnim zaméru,

prokazala se jako ucinna a spolehliva [24].
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4.3.3 Méreni hydroxyprolinu pomoci metody HPLC
Autor: F. A. Vazquez-Ortiz, O. E. Moron-Fuenmayor, N. F. Gonzalez-Méndéz
Rok vyvinuti metody: 2005

Védecké pracovisté: Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C., Mexiko,

ve spolupréci s Facultad de Agronomia, La Universidad del Zulia, Macaibo, Venezuela
Hlavni pFinosy metody:

1) ptesnost, peclivost, retence a selektivita

2) vhodna pro celou Skalu masnych vyrobki

Popis metody:

Touto metodou je mozné méfit obsah prolinu a hydroxyprolinu v mase a masnych
vyrobcich. Pii vyzkumu bylo testovano c¢trnadct masnych vyrobki s rozdilnym obsahem
kolagenu. Metoda je zaloZena na pfeméné aminokyselin ve fluorescen¢ni derivat s 7-chloro-
4-nitrobenzofurazanem (NBD-CI), ktera je nasledovana reverzni chromatografii a
fluorescenénim méfenim (ex=465nm, fl=535nm). Vysledky ukazuji dobrou retenci,
selektivitu a ucinnost. Na zaklad¢ uskutecnéného vyzkumu je mozné konstatovat, Ze tato
metoda je piesna (94-100%) a spravna (0,3-13 % CV). Limit kvantifikace hydroxyprolinu
byl stanoven na 0,0027 ng/mL. Vysledky ukazuji, ze tato metoda byla vhodnou pro

kvantifikaci celé fady hydroxyprolind, které se bézné€ nachazeji v masnych vyrobeich [25].

4.3.4 Rychlé stanoveni kolagenu v produktech na bazi masa pomoci mikrovinné

hydrolyzy proteini a HPAEC-PAD analyzy hydroxyprolinu.
Autor: M. C. Messia, T. Di Falco, G. Panfili, E. Marconi
Rok vyvinuti: 2007

Védecké pracovisté: Universita del Molise, Campobasso, Italie
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Hlavni pFinosy metody:

1) ¢asova uspora: 24h — 20min

2) neni potieba derivatizace vzorka pted, ani po analyze, neni zapotiebi toxickych latek
3) pii chromatografii je mozné zaroven hodnotit také jiné aminokyseliny.

Popis metody:

Rychla mikrovinna procedura hydrolyzy proteinu byla sparovana s High-Performance Anion
Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection - vysokoucinna
chromatografie na méniCich aniontd s pouzitim pulsni amperometrické detekce
(HPAEC-PAD), aby kvantifikovala aminokyselinu 4-hydroxyprolin v mase a masnych
produktech. Tento inovativni pfistup aplikované determinace kolagenu (4-hydroxyprolin x
8.0) je mozné pouzit jako index kvality masa pouzitého pii piipravé typickych masnych
produkta Italie (Mortadella di Bologna, Salamini italiani alla cacciatoria) a Cerstvych
téstovin (tj. testované vzorky pii vyzkumu). Mikrovinnd hydrolyza vykazala piesnost
a spravnost podobnou tradi¢ni hydrolyze, pficemz ¢as byl redukovan ze 24 hod. na 20 min.
HPAEC-PAD umoznila detekci 4-hydroxyprolinu bez pre- ¢i postderivatizaci a pouziti
toxickych latek [26].

4.3.5 Kvantifikace hydroxyprolinu pro potiebu stanoveni kolagenu za pouziti

hromadné spektometrie vicenasobnych reakci
Autor: Michelle L. Colgrave, Peter G. Allingham, Alun Jones
Rok vyvinuti metody: 2008

Védecké pracovisté: CSIRO Division of Livestock Industrie, St. Lucia ve spolupraci

S University of New England, Armidale a University of Queensland, Brisbane, Australie
Hlavni pFinosy metody:
1) bez nezbytnosti derivatizace vzorka

2) ¢asova nenaro¢nost — 5min/vzorek
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3) aplikovatelna na mnozstvi biologickych tkani
Popis metody:

Tradi¢ni metodou detekce a kvantifikace kolagenu ve tkanich savci je predevsim chemicka
derivatizace, ktera je ale kvili slozeni extracelularni matrix problematickd. Metodam
vyuzivajicim HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) zase chybi citlivost a

propojeni se schopnosti separace hydroxyprolinu.

Nedavné pokroky ve chromatografické separaci skrze hydrofilni interaktivni chromatografii
byly schopny umoznit oddélenou detekci a kvantifikaci nederivatizovanych isobarickych
aminokyselin véetné leucinu, isoleucinu a izomert hydroxyprolinu. Tato vysoce selektivni a
citliva metoda monitorovani vicenasobnych reakci pomoci hromadné spektrometrie byla
pouzita pro stanoveni kolagenu v ov¢im stehennim svale, je vSak aplikovatelna i pro fadu
jinych tkani. Tato analyticka metoda je jednoduchd, rychla (5 min), vyhovujici, precizni (<

17%), piesna (98-100%) a citliva (4.88 nmol/l) [27].

4.3.6 Metoda kapilarni elektroforézy pro stanoveni hydroxyprolinu a obsahu

kolagenu v masnych produktech

Autor: Miguel Angel Mazorra-Manzano, Maria J. Torres-Llanez, Aarén F. Gonzalez-

Cordova, Belinda Vallejo-Cordoba
Rok vyvinuti metody: 2011

Védecké pracovisté: Laboratorio de Calidad - Autenticidad y Trazabilidad de los

Alimentos, ve spolupraci s Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.

(CIAD),Mexiko
Hlavni pFinosy metody:
1) rychlé a pfesna metoda

2) vyuzitelna pti kontrole kvality masnych vyrobkt (legislativa)
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3) jasné a ptesné¢ stanovuje obsah glycinu, prolinu a hydroxyprolinu v mase / masnych

vyrobcich
Popis metody:

Cilem tohoto vyzkumu bylo nalézt vhodnou CE (capillar electrophoresis) metodu pro
potifeby determinace pojivovych tkédni v mase a masnych produktech. Jejich troven je
dualezitd nejen z pohledu nutri¢ni hodnoty, ale také z hlediska legislativniho. CE metoda by
tedy mohla byt uzivana regula¢nimi organy pro ujisténi se o maximalni kontrole pfidanych
produktti do masa.

Pfed samotnou elekroforézou byla provedena kyselinovd hydrolyza a aminokyselinova
derivatizace vzorkd za tCasti fluorescaminu. Pfiprava vzorkli se ukazala byt velmi
vyznamnych faktorem. Roli hraje pfedvsim pH vzorku, nebot” derivatizace s fluorescaminem
vyzaduje alkalické prostiedi. Nalezena metoda CE pak jasné stanovuje obsah glycinu,
prolinu a hydroxyprolinu v mase a masnych vyrobcich, detekuje tedy zaroven také obsah

kolagenu.

Tato nova CE metoda pro obsah hydroxyprolinu a kolagenu je precizni a pfesna a je v dobré
korelaci s oficidlni kolometrickou metodou. Je vyuzitelna jak v biologii, ¢i medicing, tak v

potravinaistvi [28].

4.3.7 Automaticky flow-batch systém na stanoveni hydroxyprolinu v parcich
Autor: J. A. Belloni, M. S. Di Nezio, M. F. Pistonesi, M. E. Centurion

Rok vyvinuti metody: 2011

Védecké pracovisté: Universidad Nacional del Sur, Buenos Aires, Argentina
Hlavni pFinosy metody:

1) vyuziti vice komor najednou
2) jednoduchost, relativni ¢asova a finan¢ni nendro¢nost

3) minimalni podil lidského pficinéni
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Popis metody:

Vysledkem tohoto zkoumani je navrh automatické metody detekce hydroxyprolinu v
riznych druzich komeréné prodavanych parkd. Pro tento Ucel byl navrhnut flow-batch
systém, ktery zahrnuje dva kroky — hydrolyzu vzorkti a determinaci analytu. Metoda
predstavuje linearni fadu mezi 0,60 a 3,60 mg/ml™. Zaznamenéana byla relativné standardni

odchylka, a to 1,68% (n = 6, 1.20 mg mI™"). A detekéni limit byl stanoven na 0.12 mg ml™.

Tato metoda vyzaduje 16 hod. hydrolyzy. Ta byla zkracena na 15 min. diky prostfedi
tlakové hydrolyzaéni komory a pouziti halogenovych lamp. Flow-batch systém
je jednoduchy a umoziiuje vyuzit obou komor - hydrolyza¢ni a detek¢ni, najednou.
Dosazené vysledky jsou ve shodé s referencnimi metodami AOAC [29]. Je mozné

konstatovat, ze se jedna o velmi dobrou alternativu pro kontrolu kvality masnych produktu.

Tato inovativni automatickd metoda je jednoducha, Casové relativné nenaroc¢na, levna,

vyzaduje minimum reak¢niho ¢inidla a minimum lidského pfi¢inéni [30].

4.3.8 Srovnani vybranych metod stanoveni hydroxyprolinu v mase a masnych
vyrobcich

Nasledujici tabulka zptehlediiuje vySe uvedené metody detekce hydroxyprolinu a na jeho

zékladé stanoveni kolagenu v mase a masnych vyrobcich.

Tabulka 2: Srovnani vybranych metod determinace hydroxyprolinu v mase a masnych

vyrobcich
. CASOVA MATERIALNI ZKOUM HLAVNI
METODA ZEME ROK o o .
NAROCNOST | NAROCNOST | VZORKY PRINOS
Stanoveni
Maso, Snadno
kolagenu Predptiprava
Turecko 1994 Nenaro¢na masné dostupna pro
Kjeldahlovou vzorkll
vyrobky malovyrobce
metodou
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HPLC v Vysoka
Derivatizace Plicni tkan o
kombinaci s Piedpfiprava citlivost,
USA 2002 fluorescencni laborator-
fluorescenéni vzorkll piesnost,
chromatografie | nich krys
chromatografii uplnost analyzy
Ctrnact Ptesnost,
Mexiko & druhu peclivost,
HPLC 2005 Narocna narocna
Venezuela masnych retence,
vyrobkd selektivita
Maso, Moznost
Mikrovinna
) ) masné zaroven
analyza & Italie 2007 20min/vzorek | Chromatografie
vyrobky, | stanovovat také
HPAEC-PAD
téstoviny jiné AMK
Hromadna Casova
Ovei
spektometrie . . nendrocnost,
Australie 2008 5min/vzorek | Chromatografie | stehenni o
vicenasobnych citlivost,
sval
reakei pfesnost
Maso, Vyuziti pti
Kapilarni .
Mexiko 2011 | Priprava vzorki Narocna masné legislativni
elektroforéza
vyrobky kontrole
Masné Minimalni
Automaticky .
Argentina 2011 Nenarocna Nenarocna vyrobky podil lidského
flow-batch systém
(parky) Cinitele

4.4 Stanoveni kolagenovych frakci pomoci metody HPLC

Overit vySe prezentované poznatky z literatury bylo cilem praktické ¢asti prace. Bylo

provedeno testovani kolagenového hydrolyzatu a identifikace riznych molekul kolagenu ve

smesi pomoci jedné z vySe prezentovanych metod pfimo V praktické aplikaci na pracovisti

Ustavu analyzy a chemie potravin Univerzity Toméase Bati ve Zling. Konkrétné byla pouzita

metoda HPLC, prezentovana v ptehlednych pracich [25, 31].
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4.4.1 Metoda

Testovani bylo provedeno na modelovém vzorku kolagenového hydrolyzatu firmy Gelita.

Parametry testované smési jsou popsany V Piiloze ¢. III.

Pti laboratornim zkoumani byly pouzity nize uvedené aparatury s nasledujicimi parametry

testovani a reagenty:

HPLC systém Dionex Ultimate 3000 s UV/VIS detektorem; kolona ZORBAX Eclipse
XDB-C18, 4.6 x150mm; 3.5um; elu¢ni soustava A - 0.1% kyselina mravenci; elu¢ni
soustava B - 90% acetonitril [ACN] a 0.1% kyselina mravenci; mobilni faze A:B; 80:20,
doba analyzy 25 minut, pratok 1 ml/min; 50% redukce pratoku do MS. UV/VIS detektor
210,0; 217,0; 220,0 a 250 nm.

MS systém Amazon III — iontova past s ESI ionizaci, méfeno v médech MS+; MS- a

MS/MS.

Zaklady metodiky a jeji prakticka aplikace jsou diskutovany v zahrani¢nich pramenech [32,
33].

442 Vysledky

Provedena méfeni jsou prezentovana na ptiloZzenych obrazcich. Jedna se o vysledky ziskané
analyzou kolagenu ve vSech tfech modech S naslednym hmotnostné spektrometrickym
hodnocenim. Na obrazcich jsou schematicky piedlozeny ziskané grafické zaznamy

Z meficich aparatur.

443 Zavér

Pomoci popsaného méfeni Ize detekovat jednotlivé frakce kolagennich molekul riznych
molekulovych hmotnosti. Je tfeba uvést, Ze provedend méteni Ize dalSimi postupy a

analyzami dale prohlubovat s cilem zjisténi ptesného slozeni a struktury aminokyselin, kde

vvvvvv
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soucasti molekul kolagenu. Tyto dalsi testy pfesahuji raimec bakalaiské prace a mohou byt

prohloubeny dalsi studii v ramci diplomové prace.
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5 ZAVER PRAKTICKE CASTI

Prakticka ¢ast se opira predevsim o cizojazy¢né odborné ¢lanky z védeckych ¢asopist. Pro
potiebu této bakalarské prace bylo zpracovano sedm ¢lankd, z let 1994, 2002, 2005, 2007,
2008 a 2011. Casova diverzita je dopnéna diverzitou lokalizace vyzkumi, zastoupena jsou
vyzkumna centra z Argentiny, Australie, Italie, Mexika, Turecka, USA a Venezuely.
problematiku stanoveni kolagenu v mase a masnych vyrobcich skrze metody determinace

hydroxyprolinu.

Potifeba stanovovani kolagenu v mase a masnych vyrobcich je dana vlastnostmi kolagenu,
popsanymi v teoretické €asti, z nichz je vhodné jmenovat pfedev§im preménu kolagennich
vldken na glycin (Zelatinu) pfi dostatecném zdhfevu. U savci je tato teplota stanovena na
65°C a vice. Obsah kolagenu v mase je potom indikatorem jeho jakosti, nebot’ jeho vysoky
obsah redukuje absolutni obsah aminokyselin ve tkéni a narusuje jejich rovnovahu, coz

znamena, ze poskozuje kvalitu proteinového systému.

Soucasny vyzkum rozpoznava nejméné sedmadvacet druhti kolagend, z nichZ nejznamé;si,
nejcetnéjsi a nejprobadangjsi jsou typy I, II, III, IV a V, které vytvari vlakna a vlaknité sit¢.
Vyzkum se v soucasnosti koncentruje na propojovani jednooborovych poznatki s
piibuznymi oblastmi. Vznikaji transversalni studie, které propojuji jiz zndmé teorie a
dodavaji jim tak novou perspektivu a vyznam. Tato tendence je dédna predevSim nastupem
znalosti ekonomiky, ve které nartista komplexnost jednotlivych praci a je tedy nutné ji

podpoftit adekvatnim vyzkumem.

Prakticka cast tedy podle tohoto principu vhodné dopliuje &ast teoretickou, ktera
pojednava o kloubnich onemocnénich a roli potravinovych dopliki pfi jejich lécbe, zatimco
prakticka ¢ast je zaméfena na analyzy masa a masnych vyrobk.

Prakticky je demonstrovana metoda HPLC pitimym sledovanim analyzy kolagenniho

hydrolyzatu a ziskané vysledky jsou ukdzany na obrazcich.
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Kloubni onemocnéni jsou v soucasnosti stale Castéjsi pri¢innou poklesu kvality zivota.
Castym projevem tdchto onemocnéni je ubytek chrupavky, v jejimz dasledku klesa
funk¢nost a hybnost kloubu a naopak vzrista riziko tvorby zanéti a doprovazejici

bolestivosti. Kloubni chrupavky jsou z velké ¢asti tvofeny kolagenem, o némz je mozné se

vyjadiit, Ze je ,,zakladnim stavebnim kamenem* kloubu.

Namét bakalarské prace proto bere tuto skute¢nost v uvahu a osvétluje vlastnosti a roli

kolagenu v 1é€b¢ kloubnich onemocnéni.

Prace je rozdélena na dvé pomerné samostatné, nicméné dopliujici se C¢asti
Prvni, teoreticka, popisuje tfi vybrand kloubni onemocnéni — osteoartrozu, psoriatickou
artritidu a revmatoidni artritidu, a to sice s cilem poskytnout blizsi vhled do problematiky
jejich lécby. Popséany jsou také vybrané piiCiny onemocnéni, z nichZ jmenujme napiiklad
nadmérny pohyb, nespravnou zivotospravu ¢i vék. Na cast o pfi¢inach rozpuku téchto
onemocnéni poté navazuji metody jejich 1éCby. Ptiblizeny jsou jak metody vyuzivajici
farmak, tak fyzioterapie ¢i alternativni metody 1é¢by a chirurgicka feSeni, ktera jsou pouze
zminéna, nebot’ presahuji oborové zaméteni prace. Diiraz je kladen na moznosti vyuziti
potravinovych dopliikti obsahujicich kolagenni peptidy pfi celkové 16€bé. Jiz z vy¢tu skupin
uzivateli téchto doplnkt stravy je ziejmé, ze jejich role je nezastupitelnd a celkovému zdravi
organismu prospeS$nd. Jmenujme tedy nejCastéjsi skupiny uZzivateld, kterymi jsou: aktivni
sportovci, jejichz kloubni chrupavky jsou konzumovany rychleji diky hypermobilité, seniofi,
ktefi tvofi pravdépodobné nejpocetnéjsi skupinu (kloubni onemocnéni jsou ¢asto nazyvany
nemocemi stafi), dalsi skupinou jsou rekonvalescenti po trazech a operacich a v neposledni
fade je Casté také preventivni podavani — tedy u spotiebitell, kteti se staraji o své zdravi a
zamezuji zdravotnim problémiim jesté pied jejich samotnym vznikem. Pokud jiz mluvime o
potravinovych doplicich, je nezbytné piedstavit jejich U¢inné latky a slozky, mezi néz
fadime predevS§im kolagenni peptidy, chondroitin sulfat, glukosamin sulfat, ale také
mnozstvi vitamini a minerdll podporujici metabolismus kolagenu a celkové zdravi

organismu. Vyznamnou kapitolou je ta, pojednavajici o kolagenu. Je jadrem této bakalarské
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prace a proto také tvorfi jeji nejobsahlejsi Cast. Prvni fazi, ve které jsou predstaveny
vlastnosti a struktura kolagenu, vhodné propracovava ¢ast o jednotlivych typech kolagenu I,
I, II, a IV, které jsou jedny z nejznaméjSich a nejprobadanéjsich kolagennich typi
soucasnosti. Nasledné je piiblizen metabolismus kolagenu a jeho vyuziti, postupné jsou
zpracovany vsechny faze - syntéza, agregace, polymerace, maturace i odbouravani.

Nasledné¢ jsou popsany moznosti vyuziti metabolismu kolagenu.

Prakticka casti je pak analyzou sedmi vybranych metod stanoveni hydroxyprolinu v mase a
masnych vyrobcich. Pro tuto ¢ast byly vybrany ¢lanky z védeckych Casopist z let 1994 az

2011, ze tfi kontinenta.

Praktické ovéfeni teoretickych poznatkil bylo provedeno na pracovisti Ustavu analyzy a
chemie potravin Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢ pfimym provedenim analyzy kolagenniho

hydrolyzatu pomoci metody HPLC.
Cile bakalafské prace stanovené v jejim uvodu byly tedy splnény, nicméné téma je natolik
rozsahlé a komplexni, ze by bylo piinosné v ném pokraCovat i1nadale, jak po strance

teoretickém tak i praktické, naptiklad v perspektivé budouci magisterské prace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ala
AOAC
ASC
CE
CVv
EDTA
Gly

HPAEC-PAD

HPLC

Hyp
ISC

Met
NBD-CI
NSC
PER
Pro

Ser

SYSADOA

Alanin

AOAC International (Association of Analytical Communities)
Acid Soluble Collagen

Capillar electrophoresis (kapilarni elektroforéza)

Relativni smérodatné odchylka (varia¢ni koeficient)
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Glycin

High-Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed
Amperometric Detection (vysokouc¢inna chromatografie na ménicich
aniontl s pouzitim pulsni amperometrické detekce)
High-Performance Liquid Chromatography (vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie)

Hydroxyprolin

Insoluble Collagen

Methionin

7-chloro-4-nitrobenzofurazan

Neutral Salt Soluble Collagen

Protein Efficiency Ratio (4¢inny pomér bilkovin)

Prolin

Serin

Symptomatic slow acting drugs of osteoarthritis
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VUCA World Volatile, Uncertain, Complex, Ambiguous (nestaly, nejisty, slozity a

nejasny)
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PRILOHA P I: VYBRANE CHEMICKE VZORCE
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PRILOHA P I1: AMINOKYSELINOVE SLOZENI VYBRANYCH

TYPU KOLAGENU
Typ | Typ Il Typ 111 Typ IV Typ V
AMK

Alfa 1 Alfa 2 A B
3-Hyp 1,00 0,00 2,00 0,00 11,00 2,50 2,90
4-Hyp 96,00 86,00 99,00 125,00 130,00 109,00 109,00
Asp 46,00 44,00 42,00 42,00 51,00 51,00 50,00
Thr 20,00 20,00 20,00 13,00 23,00 26,00 19,00
Ser 42,00 43,00 27,00 39,00 37,00 31,00 26,00
Glu 74,00 66,00 89,00 71,00 84,00 84,00 91,00
Pro 129,00 113,00 |121,00 107,00 |61,00 97,00 118,00
Gly 330,00 336,00 {333,00 [350,00 |310,00 319,00 322,00
Ala 112,00 102,00 |100,00 96,00 33,00 52,00 46,00
Val 20,00 32,00 18,00 14,00 29,00 27,00 18,00
Gys 1 0,00 0,00 0,00 2,00 8,00 0,00 0,00
Met 8,00 6,00 9,00 8,00 10,00 11,00 8,00
lle 6,00 16,00 9,00 13,00 30,00 16,00 19,00
Leu 18,00 32,00 26,00 22,00 54,00 35,00 39,00




Tyr 2,00 2,00 1,00 3,00 6,00 18,00 2,10
Xhe 12,00 10,00 13,00 8,00 27,00 14,00 12,00
Hyl 4,30 8,00 20,00 30,00 10,00 18,00 20,00
Lys 30,00 22,00 2,00 6,00 10,00 11,00 7,30
Arg 49,00 51,00 51,00 46,00 33,00 68,00 50,00




PRILOHA P III: PRODUKTOVA DATA KOLAGENOVEHO
HYDROLYZATU GELITA SOL M AGGL.

PRODUCT DATA

GELITA® Sol M aggl.

Art. No. 211041

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

Appearance: Light coloured, agglomerated powder

Solubility: Excellently soluble in cold and warm water

Chemical and Physical Data Test Method
Protein content of dry substances minimum 96 % Kjeldahl (Nx5.55)
Dry substances (105 °C, 16 h) 91 - 96% GME

Ash (550 °C) <2% USP/GME

pH (20 %, room temperature) 50-6.4 Potentiometer
Viscosity (20 %, 25 °C) 3-5 mPas GELITA method

Microbiological Data

Total bacterial count < 1000/g Ph. Eur.

E.coli negative/10 g Ph. Eur.

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

Shelf Life

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

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

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

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

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

Improving Quality of Life™

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Order no.: 173143
Batch No.: 834001 Production Date: ~ 21.11.2011 Expiry time: 5 years

GELITA® SOL M, aggl.
ART. NO.: 211041

Customer: Orling spol. s r.o. - Katerina Duskova  Usti Nad Orlici, Czech Republic

Parameter Test Method Specification Test Result
Protein content dry sub.* Kjeldahl >= 96,00 corresponding %
pH 20%, RT 5,00 - 6,40 5,54

= Viscosity 20%, 25°C 3,00 - 6,00 3,43 mPa.s
Dry substance GME (16h, 105°C) 91,5-96,0 92,9 %o
Bulk density : GELITA 270 - 400 290 gll
Peroxides Ph. Eur./GME <=10 corresponding mg/kg
Ash USP/GME (550 °C) <=2,00 0,91 %
Arsenic* ICP-OES <1,0 corresponding mg/kg
Cadmium* ICP-OES <05 corresponding mg/kg
Chromium* ICP-OES < 10,0 corresponding mg/kg
Copper* ICP-OES < 30,0 corresponding mg/kg
Mercury* AAS <0,15 corresponding mg/kg
Lead* ICP-OES <5,0 corresponding mg/kg
Zinc* ICP-OES <50,0 corresponding mg/kg
Sulphur dioxide* Ph. Eur./GME <50 corresponding mg/kg
Average molecular weight*  GPC collag. weight markers 2000 - 4000 corresponding
Total Aerob.Microb.Count Ph. Eur./USP <1000 corresponding cful g
Sulfite re. anaer. spores AFNOR-NF-V59-106 <10 corresponding cfu/ g
Escherichia coli Ph. Eur./USP mod. 0 negative /10g
Salmonella ISO 6579 0 negative /125¢g

* The parameter is monitored according to an internal quality programme

This certificate was made electronically and therefore it is valid without a signature
signed: Dr. Bernhard Iberl on 17.01.2012

Product release

Quality assurance: Dr. Bernhard Iberl 17.01.2012 ORLING s.r.o.
Material management: ~ Gunter Grab 17.01.2012

Ootlo

we’ 30 -01- 2012

» STDANA-5-26.07.2010/SOMMAG-2011060600/HAGENDOR/173143/17.01.2012 10:02:14
GELITA AG - Uferstralie 7 - D-69412 Eberbach
Page 1 of 1



TECHNICAL INFORMATION

GELITA® Sol M

Amino Acid Composition

mol % g/100 g Protein
Alanine 11.3 8.7
Arginine 4.7 8.1
Aspartic acid 4.6 6.0
Glutamic acid 7.8 1.1
Glycine 33.0 20.6
Histidine 0.4 0.6
Hydroxylysine 0.7 1.0
Hydroxyproline 9.3 11.4
Isoleucine 1.3 1.6
Leucine 2.6 3.3
Lysine 2.8 3.9
Methionine 0.4 0.6
Phenylalanine 1:3 21
Proline 12.6 13.3
Serine 3.2 3.1
Threonine 1.6 1.8
Tyrosine 0.1 0.3
Valine 2.2 2.4

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

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