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ABSTRAKT

Teoretickd prace se zabyva strukturou a vlastnostmi kolagenu, popisuje jednotlivé typy
kolagenti. Dale se vénuje kosmetickym formulacim a polymerim, které jsou v nich
pouzivany. V neposledni fad¢ zmifiuje vlastnosti a stavbu kize a popisuje mefeni jejich

vlastnosti, které je provadéno v rdmci praktické ¢asti.

Prakticka cast se vénuje dlouhodobému ucinku gelové formulace s piidavkem rybiho
kolagenniho hydrolyzatu na kizi. Po dobu dvou mésicti pouzivalo 11 probandek ptipravenou
gelovou formulaci na o¢ni okoli. Pfed pouzitim, po 32 dnech a po dalSich 32 dnech byly
meéfeny vlastnosti kiize. Méfen byl vliv na hydrataci, transepidermalni ztratu vody a pH.

Pomoci visioskopu bylo zobrazovano mnozstvi pért a vréasek.

Kli¢ova slova: kolagenni hydrolyzat, kize, transepidermdlni ztrata vody, hydratace, pH,

vrasky, pory, o¢ni okoli, gelova formulace

ABSTRACT

The theoretical part of this paper deals with both the structure and properties of collagen and
describes its different types. In addition, it treats cosmetic formulations and polymers which
are used in these formulations. Finally, the skin measurements performed in the practical

part are described in detail alongside its structure and properties.

On another note, the practical part is dedicated to the long-term effects of gel formulation
with addition of fish collagen hydrolyzate on skin. For a two-month span, the prepared
formulation was used by 11 probands. The measurements of skin properties took place
before the start of usage, after 32 days of it usage and after another 32 days. The effect on
hydration, transepidermal water loss and pH was measured as well. The amount of pores and

wrinkles was displayed using a visioscope.

Keywords: collagen hydrolyzate, skin, transepidermal water loss, hydration, pH, wrinkles,

pores, eye area, gel formulation
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UvVOD

Kize jako nejvétsi organ lidského téla zajistuje velké mnozstvi funkci. Je slozena ze tii
vrstev; dermis, epidermis a hypodermis. Pravé v epidermis jsou ulozena kolagenni vladkna,
které kazi jakozto celku dodédvaji pevnost. Mnozstvi kolagennich vldken se v prib¢hu zZivota
postupné snizuje, coz zapriCiniuje tvorbu vrasek. Pfitomnost vrasek mutze byt zptisobena
¢innosti mimickych svalt, které jsou typické pro kazdého jednotlivce, tyto vrasky jsou pak
nazyvany mimické. DalSim druhem vrések jsou ty stafecké, které jsou dusledkem starnuti
ktze a jsou zplsobeny ubytkem kolagennich a elastinovych vldken a také ubytkem vody,

ktera se vaze na kolagen a elastin.

Diky dostupnosti spousty kosmetickych pfipravki je dnes mozné proces starnuti
zpomalovat, nikoliv mu UplIn¢€ zabranit. Déle jsou pfipravky pecujici kosmetiky pouzivany
predevsim Zenami od véku cca 20 let. Slouzi ke zlepSeni vlastnosti kiize, a to pfedev§im
v oblasti obliceje. Dale je mozné svéfit se do rukou kosmeticek, dermatologt ¢i plastickych

chirurgt, kde je mozno dosahnout lepsiho efektu vyhlazeni pleti, a pravé nechténych vrasek.

Utinky kolagenniho hydrolyzatu byly jiz diive testovany na Fakulté technologické
Univerzity Tomase Bati ve Zlin€, a to na starsi pleti, nyni byla zkoumana jeho ucinnost
na pleti mladé. Dilezité je védét, jakym zplisobem ptipravky s jeho piidavkem ovliviuji
transepidermalni ztratu vody, hydrataci pleti, také jeji pH, mnoZstvi port a vrasek. Zalezi
také v jaké kosmetické formulaci se hydrolyzat vyskytuje a jaké je jeho procentudlni
zastoupeni. V ramci této bakalatské prace byla pouzita gelova formulace s pfidavkem

0,5 a 1,5 % rybiho kolagenniho hydrolyzatu.
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1 KOLAGEN JAKO SOUCAST ZIVYCH ORGANISMU

Spolecné s elastinem, proteoglykany, glykoproteiny a dalSimi latkami tvoii kolagen
vystavbu extracelularni matrix (ECM), kterému se Casto zjednoduSené ptezdiva pojivo.
ECM vypliluje prostor mezi buitkami, vytvari mezi nimi bunééné spoje, ¢imz jsou tvofeny
tkané. Dale je dilezity pro ukladéani a pienos zivin, podili se také na obrané proti infekcim.
Kolagenni vlakna se v pojivové tkani vyskytuji nejCastéji a jsou nejsiln€jsi. Pojivu dodavaji
odolnost vic¢i napéti, a to diky své struktufe vzajemné propletenych vladken. [1] MnoZstvi
ECM je razné a zavisi na konkrétni tkani, kterou tvoii. Velké mnozstvi ECM se nachazi
v chrupavkach, Slachéach, kostech ¢i kizi. Kolagen tvofi vice nez 25 % proteinovych struktur
u mnohobunéénych organisml. Vytvaii celou rodinu skleroproteini neboli vlaknitych
bilkovin, které jsou ve vodé nerozpustné a pomérné chemicky odolné, ale také proteiny

nevlaknité povahy. [2]

1.1 Struktura kolagenu

Kolagenl rozeznavame hned nékolik typi a vSechny je mozné rozdélit do dvou velkych
skupin; fibrilarni a nefibrilarni. [3] VSechny maji strukturu trojit€é pravotocivé
dvousroubovice a specifickou primarni sekvenci Gly-X-Y. Jako kazdy protein je i1 kolagen
tvofen aminokyselinami. Kazda tfeti z nich je glycin (GLY). Na pozicich X a Y se mohou
vyskytovat rizné aminokyseliny z nichz nejdulezitéjsi je prolin (PRO), dale pak lysin (LYS).
Jejich posttranslacni modifikaci vznikaji pro kolagen typické aminokyseliny hydroxyprolin
(HYP) a hydroxylysin (HYL), které se €asto vyskytuji v pozici Y. K modifikaci prolinu
a lysinu dochazi jiz pfi translaci a-fetézcl kolagenu v cisterndch endoplazmatického

retikula, a to za pfitomnosti enzymi prolylhydroxylasy a lysylhydroxylasy. [2]

V ptirodé se vyskytuje vice nez 300 riznych aminokyselin, ale pouze 20 z nich lze nalézt
v bilkovinach. Jejich pocet se ale zvySuje moznosti jejich posttranslaéni modifikace a vzniku
derivata.

Aminokyseliny (AMK) jsou zdkladni slozkou bilkovin. Z chemického hlediska se jedna
o derivaty karboxylovych kyselin. Podle postranniho uhlovodikového fetézce se rozdéluji
na ty s acyklickym, aromatickym a heterocyklickym uhlovodikovym fetézcem. Obsahuji
bazickou aminoskupinu -NH; a kyselou karboxylovou skupinu -COOH, coz znaci jejich
amfoterni charakter. V té€le se nejhojnéji vyskytuji a-aminokyseliny, u nichZz je
karboxyskupina 1 aminoskupina vézdna na uhlik v poloze a. Na fetézec mohou byt

substituovany 1 dals$i skupiny, naptiklad hydroxylova, thiolovd ¢i guanidylova. Typ
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navazanych skupin a uhlovodikového fetézce vyznamné ovliviluji reaktivitu molekuly
aminokyseliny. Vyskyt aminokyselin mize byt volny nebo véazany, coz se vyskytuje
naptiklad u polypeptidovych fetézct peptidii a bilkovin. Dale mohou byt aminokyseliny
kodované ¢i nikoliv. Kodované aminokyseliny jsou v bilkovinach sefazeny podle
genetického kodu. VSechny koédované AMK se vyskytuji v L-konfiguraci, zatimco
konfigurace D se vyskytuje velmi ziidka. Dulezitou vlastnosti AMK je jejich schopnost
kondenzace, ¢imz mezi aminokyselinami vznikad peptidova vazba. Aminokyseliny mohou
byt esencidlni, tedy nemohou byt syntetizovany v téle a musi byt dodavany jinym zptisobem,
napiiklad v potravé. Mezi esencidlni AMK se tadi lysin, leucin, valin ¢i methionin a dalsi.
Mohou se vyskytovat také semiesencialni AMK, ke kterym patii histidin a arginin a jedna

se o aminokyseliny, které nejsou syntetizovany dostatecné, naptiklad v dobé rlstu déti. [2]

Glycin je nejjednodussi a nejmensi aminokyselinou a fadi se mezi hydrofilni. Ve své
struktufe obsahuje alifaticky postranni fetézec. Kvili své jednoduchosti miize v proteinech
zaujimat polohy, které pro ostatni aminokyseliny nejsou mozné. Vyskytuje se tedy v mistech

ostrého ohybu proteinu.

Prolin je jednou z hydrofobnich aminokyselin a fadi se mezi iminokyseliny, jelikoz jeho

amino skupina je na a-uhliku zacyklena v postrannim fetézci.

Lysin se tfadi mezi bazické a hydrofilni aminokyseliny a je jednou z esencidlnich

aminokyselin pro ¢lovéka.

Hydroxyprolin je jednou z nekédovanych aminokyselin. Vznika hydroxylaci prolinu, ktery
je jiz zabudovany v peptidovém fetézci.

Hydroxylysin je hydroxyderivat lysinu, jedna se o nekddovanou aminokyselinu. [4]
Kolagen vytvafti vladkna, slozena z aminokyselin, které se k sobé vazou a staci se vzdy tii
do pravotocivé dvouSroubovice, kterd se nazyva tropokolagen. Tropokolagen dale
polymeruje a vytvaii kolagenni vlakna, nejprve spojenim do mikrofibril, dale vétsich celki

tedy fibril, diky kterym jsou kolagenni vlakna pevna. [5]
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amino kyseliny
~1 nm
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(trojita Sroubovice)
~300 nm
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~1 pm

viakno
~10 pm

Obrazek 1: Struktura kolagenniho vldkna [25]

Jelikoz se jednd o protein, je mozné si jeho strukturu rozdélit na primarni, sekundarni,
terciarni a kvartérni. Primdrni struktura bilkovin je posloupnost aminokyselin v fetézci,
kterd je syntetizovana podle genetického kodu. Sekundarni struktura vznika na zakladé
tvorby vodikovych mistki. Dochézi ke stabilizace konformace s nejniZ$i energii. Ukazuje
tedy, jakym zplsobem se bude fetézec stacet. Miize tvotit a-helix jako kolagen, anebo
B-skladany list. U nékterych globularnich, tedy ve vodé rozpustnych proteini kulovitého
tvaru, mohou spojenim a-helixu a B-sklddaného listu vznikat suprasekundéarni struktury.
Terciarni struktura popisuje prostorové uspotradani molekuly a je zavislad na interakcich
vedlejSich skupin navazanych na fetézci, které vedou k zprohybani molekuly. Kvartérni
struktura popisuje také prostorové usporadani, ale uz vice podjednotek slozenych z vice

fetézcl. Do této struktury spada praveé kolagen, ale také naptiklad hemoglobin. [2]

Proces, kterym dochazi k naruseni struktury bilkovin, at’ uz fyzikalnimi (teplem, ozéatenim,
tlakem) ¢i chemickymi vlivy (kyselinami a zdsadami), se nazyva denaturace. V ptipadé
kolagenu se jednd o proces, pii kterém vznika z nativniho kolagenu Zelatina. Denaturaci
tropokolagenu dojde k vzniku dvou $tépii oznacenych a a B. Kazdy znich ma odliSnou
molekulovou hmotnost. Stép B je schopen se dale 3tépit na dvé komponenty a. Tim dojde
ke vzniku tfi $tépd, které dale tvoii trojitou spiralu, kterd je pro kolagen typicka. Tato spirala
je dvoustupniovym procesem denaturace poskozena a v prvnim stupni dojde k jejimu
zborceni. Makromolekula tropokolagenu se sto¢i do statistického klubka, ve kterém jsou
fetézce jesté spojeny. V druhém stupni dojde k rozpadu klubek na tfi frakce; a, B a y. Frakce
a je tvorena jednim polypeptidickym fetézcem plivodni spirdly. Frakci  tvoii dva spojené
fetézce a frakci vy fetézce v plvodni podobé statistického klubka. Ponechanim

denaturovaného roztoku tropokolagenu pii nizké teplot¢ po delsi dobu muze dojit
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k renaturaci, tedy procesu zpétné rekonstrukce spiraly. Jedna se tedy o denaturaci

reversibilni, tedy vratnou. [7]
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Obrazek 2: Schéma denaturace a renaturace proteinu [26]

1.2 Biosyntéza kolagenu

Prekurzorem pro syntézu kolagenu je preprokolagen, ktery se vytvafi na ribozomech
endoplazmatického retikula. Nésledné¢ dochédzi na Golgiho aparatu k posttranslaénim
modifikacim prolinu (PRO) a lysinu (LYS), ¢imz vznikaji AMK hydroxylysin (HYL)
a hydroxyprolin (HYP), které se, jak jiz bylo zminéno, ve vysledném kolagenu vyskytuji.
Dale se odstépi signalni peptid, ¢imz dojde k vytvotreni prokolagenu. Na N-konci 1 C-konci
se jesté nachazi propeptidy, jejichZ stanoveni se vyuziva pii studiu metabolismu kolagenu.
U hydroxylysinu mize jesté¢ dale béhem posttransla¢nich modifikaci dochazet k glykosylaci,
tedy posttranslacni modifikaci bilkovin. Timto procesem rozumime navazani fetézce
glykant probihajici na endoplazmatickém retikulu. MZze dochézet také k oxidaci thiolovych
skupin na cysteinu, ¢imz vznikaji disulfidové mustky, nebo k oxidaci n€kterych lysind,
katalyzovanych enzymem lysyloxidasou, a to za vzniku aldehydu. Modifikovanim
aminokyselin dochazi k intermolekularnim a intramolekuldrnim spojenim, které vytvari
ptiéné vazby v kolagenu, ¢imz se vytvaii trojpramenna pevna Sroubovice. Sroubovice je
nasledné transportovana do extracelularniho prostoru, kde dojde hydrolyzou k odstranéni

propeptida. [2]

1.3 Vlastnosti kolagenu

Vyuzivani a zpracovani kolagenu je diky jeho obnovitelnosti stale vyssi. Jedna se o piirodni
zdroj ziskavany z Zivo€iSné tkané, diky cemuZz je biokompatibilni s celym lidskym
organismem. Jeho pfirodni charakter zajiStuje také vysokou kompatibilitu s Zivotnim

prostiedim. Mimo anorganické latky v jeho struktufe je cely rozlozitelny. Anorganické latky
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jsou ale vyuzitelné v ptidach jako zdroj zivin, tedy hnojivo, coz ¢ini kolagen v ptirodé

100% rozlozitelny, tedy biodegradabilni. Je proto dilezité znat jeho vlastnosti.

1.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Polyelektricky charakter kolagenu je vlastnosti zavislou na pH. Podle n¢j dochézi ke zméné
naboje molekuly. V siln¢ kyselém prostiedi tedy molekula kolagenu vykazuje kladny néboj.
Naopak v siln¢ zésaditém prostiedi se jevi jako zaporna. Izoelektricky bod ndm ukazuje,
pii jakém pH je volny naboj nulovy. U nativniho kolagenu je tento bod v oblasti pH 7.
Schopnost botndni kolagenu ve vhodném prostiedi je omezenym procesem, pii kterém
dochézi ke zméné objemu, pruznosti a délky vlakna. Radi se tedy mezi gely neboli pfechodng
koloidni soustavy. Botnani mizeme rozdélovat na osmotické a lyotropni, a to z hlediska
mechanismu. Pfi  osmotickém dochdzi k priniku vody mezi pevnou latku
a rozpoustédlo na zéklad€ gradientu osmotického tlaku. Po ur¢ité dobé dojde k ustaveni
rovnovahy; tzv. Donnanovy membranové rovnovahy. Lyotropniho botnani je dosazeno
vys$Sim stupném botnéni a je zpusobeno rozruSenim stabilizujicich vazeb a sniZzenim
protitlaku pevné faze. Slouceniny, které tento typ botnani zpiisobuji, mohou stépit vodikové
vazby, a dokonce i kolagen rozpustit.

Zahtivanim kolagenu ve vodném prostiedi dochazi k pireméné kolagenu na Zelatinu. Ta
muze byt zplisobena Stépenim ptiénych kovalentnich intermolekularnich vazeb na rovni
kvartérni struktury, denaturaci na rrovni terciarni struktury nebo hydrolytickym $tépenim
peptidickych vazeb polypeptidovych fetézcl na Grovni molekuldrni. Pfi konkrétni teploté,
béZné okolo 60°C, se méni struktura a fyzikalni vlastnosti kolagenu. Dochazi k degradaci,
depolymeraci, coZ je nezadoucim jevem. Je tedy vyzadovano rozstépeni co nejnizsiho poctu
vazeb, ¢imz bude Zelatina vykazovat lepsi fyzikdlni vlastnosti, bude tedy vice kvalitni.
Z chemického hlediska je zelatina velice Cistou formou kolagenu, ptedevsim pokud je
pfipravovana v kyselém prosttedi. Dochdzi k odstranéni mukopolysacharidti, tuka
a nevlaknitych bilkovin. V zasaditém prostiedi dochazi k poklesu koncentrace nékterych
AMK (arginin a tyrosin) a amidicky vazaného dusiku.

Dalsi vlastnosti je hydrotermdlni stabilita kolagenu. Zahiivanim kolagennich vlaken
ve vode nebo pouzitim lyotropniho cinidla dojde ke zkraceni vlaken dasledkem Stépeni
intramolekularnich a intermolekuldrnich vazeb udrzujicich trojitou spirdlu nativniho
kolagenu nataZzenou. Zkriceni ve sméru osy az o 1/3 je charakterizovdno

teplotou smrsténi Ts, kterd je povazovana za tani kolagenu v krystalickych oblastech. Dalsi
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moznou charakterizaci je denaturacni teplota pfechodu kolagen na Zzelatinu Tq4. Jedna se

o fazovou pfeménu prvniho fadu. Obé¢ teploty je mozné zvysit zesitovanim. [7]

1.4 Typy kolagenii

V dnesni dobé¢ je znamo a popsano 28 typu kolagent. Pro piehledné rozd€leni se kazdy typ
kolagenu zapisuje fimskou ¢islici. Dale se pak rozdé€luji podle toho, zda jsou vlaknité ¢i
nikoliv. Kolagen typu I, II a III jsou oznaCovany za majoritni fibrilarni kolageny.
Mezi minoritni fibrilarni se fadi kolagen typu V a XI. Kolageny typu XXIV a XXVII jsou
mnohem méné prozkoumany, ale jedna se také o vlaknité proteiny. Fibrilarni kolagen tvofi
protahla, kabelovita, pruhovana vlakna, ve kterych dochézi k opakovani kazdych 64-67 nm.
Jsou dulezita jako mechanické opora a pro prostorovou stabilitu. Nefibrilani kolageny tvofi
dalsi supramolekularni struktury jako naptiklad perlickova ¢i kotvici vldkna. Mohou byt
spojeny s povrchem kolagennich fibril nebo s mezimembranovymi proteiny. Mezi né se fadi
kolagen typu IV, VI, VII, VIII, IX, X, XII, XIV, XXVI, XXVIII, atd. [3] Jednotlivé typy
kolagenii se 1i8i pfedev§$im slozenim AMK. Déle mizeme rozliSovat heterotrimery ¢i
homotrimery. Jedna se o rozdéleni na zaklad¢ vlaknité struktury kolagenu sestavajici ze tii
a-fetézcl. V pripadé homotrimert jsou vSechny tii a-fetézce stejné. Pokud se alespoi jeden

z nich 1181, jedna se o heterotrimery. [2]

1.4.1 Kolagen typu I

Tento typ kolagenu je nejhojnéji zastoupen a vyskytuje se témét ve vSech organech a tkanich
v téle ¢loveka. Jeho vyskyt je nejvyznamnéjsi v kostech, Slachach a kazi (70 %). Napiiklad
kost je tvofena z cca 25 % organickych latek, z ¢eho je asi 95 % slozeno pravé z kolagenu
typu I a dalSich proteint jiného piivodu. Zbylych 5 % tvoii kostni butiky. Dale se vyskytuje
také v zuboviné, vazivu, déloze a cévach, ale 1 naptiklad v nadorovych nebo zanicenych
utvarech. Zubovina je slozena ze 70 % anorganického materidlu, z 20 % organického
a zbylych 10 % tvoti voda. Organicka Cast je tvofena predevsim kolagenem typu I a mensSim
mnozstvi kolagenti typu Il a V. V zuboviné slouzi kolagen jako scaffold pro mineralni latky.
Kolagen typu I se vyskytuje jako homotrimer, ktery je charakteristicky pro embryonélni
tkané. Cast&jsi formou tohoto kolagenu je ale heterotrimer, ktery je produkovén fibroblasty
a nalezneme jej predevsim ve svaloving, ale také kostech a ktzi. [2, 10, 11] Kolagen typu I
sestava z asi 300 nm dlouhych vlaken. Ta jsou tvotena fibrilami, které se opakuji po 67 nm
ajsou dale sloZena z mikrofibril slozenych z triple-helixu molekuly kolagenu. [12] Spole¢né

s kolagenem typu II a III je vyuzivan pro biomedicinské aplikace, v kosmetice 1 1€katstvi,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

napiiklad pro vyrobu materialii zlepSujici a uzdravujici stav a kvalitu pokozky, ale také
ve farmacii jako sloucenina prodluzujici ucinnost 1ékti nebo jako pfirodni scaffoldy
pouzivané pro adhezi a proliferaci bunék v tkanovém inzenyrstvi a rekonstruk¢ni mediciné
(ptedevsim  kolagen typu I). Nejcastéji je tvofen sekvenci aminokyselin
glycin-prolin-hydroxyprolin; hydroxylysin se objevuje v malé mite. [13] Déleni tohoto typu
kolagenu je mozné na ziklad¢ rozdilné rozpustnosti v odlisnych prostfedich. Pokud je
rozpustny v neutralnich solich jedna se o Natural Salt Soluble Collagen (NSC), Acid Soluble
Collagen (ASC) se oznacuje ten rozpustny v kyselinach. Z ¢asti rozpustny piti denaturaci

a nerozpustny je oznac¢ovan jako Insoluble Collagen (ISC). [9]

1.4.2 Kolagen typu II

Dal$im majoritnim kolagenem je typ II, ktery je podobny kolagenu typu I a III. Sestava také
z vlaken dlouhych 300 nm. Jednd se o homotrimer velice podobné struktury jako kolagen
typu I. Vyskytuje se predevsim v chrupavkach nebo sklivei oka. V ECM hyalinnich
chrupavek tvoii az 95 % mnozstvi kolagenu, v mensi mife se objevuji i kolageny typu VI,
IX a XI. Celkové v ECM pfispiva k podptirné funkci. [14, 15] Je tvofen chondrocyty,
hlavnimi bunikami chrupavky a pro jeji optimalni funkci tvoti dilezitou arkddovou strukturu.
Obsahuje vice hydroxylysinu oproti kolagenu typu I, vyuziti je ale obdobné jako u kolagenu
tohoto typu. Slouzi pfedevSim v tkdflovém inzenyrstvi jako misto uchyceni a sprdvného
rozmisténi chondrocytii. Je velice dulezity pro funkci pohybového aparatu. S produkci
kolagenu typu II souvisi dédicné onemocnéné zvané dysplazie kycelniho kloubu. Jedna se
o mutaci genu COL2A1, ktery koduje kolagen typu II. Toto onemocnéni se Casto vyskytuje
u pst. Projevuje se takzvanym dwarfismem, kratkym trupem a koncetinami, nebo napiiklad

kyfoskolidzou, zakiivenim patete. [6, 9]

1.4.3 Kolagen typu III

Kolagen typu III se vyskytuje jako homotrimer v embryonalni tkdni, postupné jeho mnozstvi
klesa a v dospélosti ptevazuje kolagen typu III v podob¢ heterotrimeru. Je soucasti klize,
konkrétné dermis. Déle pak cévnich stén, hladkych svalovych bunék, nervovych vldken
aroztazitelnych tkédni (cévy) a organi (plice, kiize). Vyskyt, funkce a stavba je obdobna jako
u kolagenu typu I. Rozdilné je jeho slozeni, jelikoz obsahuje vice proteoglykanti
a glykoproteint. LiSi se také ptitomnosti disulfidickych mustkli a vysokym obsahem

hydroxyprolinu. Podobné¢ jako u kolagenu typu I se jeho mnozstvi s vékem snizuje. Diive se
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mu piezdivalo retikulin, a to zdivodu tvorby retikularnich siti pomoci jeho fibril.

Retikularni sit¢ nalezneme jako oporu v mekkych tkanich. [2, 6, 9]

1.4.4 Kolagen typu V

Jednim z minoritnich fibrilarnich kolagenti je typ V. Jedna se o kolagen v podobé¢
heterotrimeru doprovazejici dalsi typy kolagenti, ty majoritni (I a III) ale i minoritni (XI).
Vyskytuje se tedy obdobné, jako jiz zminéné kolageny, v kiizi, v zubovin€, v mnoha
organech a tkanich, ale také v cytoskeletu, rohovce nebo je napiiklad soucasti placenty. Diky
své podobnosti je Casto spjat s kolageny typu IV a VII, které najdeme pfedevsim v bazalnich

membranach. [2, 12]

1.4.5 Kolagen typu XI

Tento minoritné obsazeny fibrilarni kolagen v podobé& heterotrimeru mizeme nalézt
obdobné jako kolagen typu II rovhomérné distribuovany v chrupavkach. V nich se jedna
o strukturalni analogii kolagenu typu V, jelikoz oba ve formé tkdn¢€ obsahuji velkou

amino-terminalni nekolagenni doménu. [15]

1.4.6 Ostatni typy kolagent

Dalsi typy kolagentli nejsou stale podrobné prozkoumany. Jejich pfitomnost v organismech
je ale znama. Kolagen VII je soucasti epitelu a spole¢né s kolagenem X tvoii kratka vlakna.
Kolagen VIII se stavbou podobd kolagenu typu X, ale ma jiné funkce, vyskytuje se
v endotelu. Kolagen typu XII se hojné vyskytuje v pojivové tkdni. Kolagen XIII zase
na povrchu bunék, ve vlasovém folikulu, stfevech, plicich a v epidermis. Znama je také
pfitomnost kolagenu typu XXVI a XXVIII v perifernich nervech. [15] Dal§i minoritni
kolageny jsou asociovany s fibrilami nebo v tkanich vytvateji sité. Podle struktury se
kolageny daji rozdélit do 6 skupin. Kolageny utvartejici vlakna (typu I, II, III, V a XI),
kolageny sdruzujici se svlakny (IX, XII), kolageny utvéfejici sit, kolageny
transmembranové, kolageny bazalnich membran (IV), kolagenni kotvici vlakna a ostatni

kolageny s unikatnimi funkcemi. [16]
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2 KOSMETICKE FORMULACE S KOLAGENEM

Kvuli schopnosti tvofit film, hydratovat a regenerovat je kolagen jednou z nejvice
pouzivanych latek v kosmetice. Dokaze velmi dobte vazat vodu v kiizi a udrzet ji po cely
den hydratovanou a mékkou. Jedna se o pfirodni humektant, tedy latku, ktera je pfirozenou
soucasti Stratum corneum a je schopna dodavat pokozce potfebné mnozstvi vody. Jeho
schopnost tvofit film je dualezitda pro udrzeni vody v kizi. Diky povrchovému filmu
nedochazi tak snadno k odpatfovani vody, tedy transepidermalni ztrat¢ vody (TEWL

z anglického transepidermal water loss). [17, 18]

2.1 Polymery pouzivané v kosmetice

V kosmetice je kolagen jednim z velice ¢asto pouzivanych polymerd. Neni ale jedinym,
proto budou popsany i ostatni. Polymery cCasto nachdzime v pfipravcich na vlasy,
v prostiedcich péce o plet’ i nehty, v dekorativni kosmetice ¢i viinich. Jsou definovéany jako
makromolekuly sestavajici z né€kolika opakujicich se jednotek, tedy monomerti, a rozdé€luji
se podle jejich ptivodu na prirodni, semi-syntetick¢é a syntetické. Jedna se o skupinu
materialt s Sirokou $kalou vlastnosti a v kosmetice se vyuzivaji jako velmi rozlisné slozky
a do mnoha odlisnych prostfedkii. Piikladem mohou byt modifikatory reologie (ptedevSim
viskozity), stabilizatory ¢i destabilizatory pén, emulgatory. Mohou také tvofit filmy, fixovat

nebo kondiciovat. [22]

2.1.1 Prirodni polymery

Jsou nejcasteji pouzivanymi polymery v kosmetice z diivodu jejich vysoké biokompatibility
a bezpecnosti. V dnesni dobé je vyhodou jejich biodegradabilita, jsou tedy oznacovany
za eco-friendly, s ¢cimz se poji jejich velmi dobrd prodejnost v produktech. Aplikovatelné
jsou do obrovské Skaly produkt. Mezi pfirodni polymery se fadi kolagen, ktery byl a bude
dal pfiblizen, Skrob, xanthanovd a guarova guma, karagenan, alginat, pektin, Zelatina,
kyselina hyaluronova, chitosan, celul6za a hedvabi.

Skroby jsou piirodné se vyskytujici polysacharidy, které mohou byt ve formé rozpustné &i
granulované. Jejich vlastnosti v kosmetickych produktech jsou odlisné v zavislosti na jejich
pivodu. MiiZe se jednat o §krob bramborovy, kukufiény ¢ maniokovy. Casto se pouZivaji
v kombinaci s ostatnimi pfirodnimi polymery.

Chitosan je Casto pouZzivan v produktech péce o vlasy ¢i klizi jako moisturizer, ale také jej

muzeme nalézt napiiklad v lacich na nehty. Opalovacim piipravkiim dodava odolnost proti
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vod¢. Dale vykazuje antimikrobidlni ucinky, mtize byt tedy obsazen v deodorantech
ve formé spreje. MuiZe byt pouzit také jako stabilizator nebo v parfémech zlepsuje pfilnavost
ke kazi. Jeho vyuziti je velice Siroké a jeho schopnost zvlhcovat pokozku vychdzi z jeho
vysoké molekulové hmotnosti a kladného néaboje.

Celuloza je také piirodnim polymerem, ale neni rozpustna ve vodé, coz znemoziuje jeji
pouziti v kosmetice. Proto musi byt chemicky modifikovana. Po modifikaci je pouzivana
do masek na obli¢ej pro svoje neiritacni €inky, dobrou roztiratelnost a piilnavost k obliceji.
Ionické celulozové polymery se vyuzivaji pro zvySeni viskozity a stability kosmetickych
formulaci. Kladné nabity kationicky celul6zovy polymer polyquaternium-10 se hojné
pouziva do kondicionert, a to diky svym antistatickym a zvlhéujicim vlastnostem. Casto se
celuléza pouziva v kombinaci s dal§imi ptirodnimi polymery, napiiklad s hyaluronanem,
algindtem ¢i karagenanem.

Hedvabi je slozeno zvldken fibroinu a obalu ze sericinu a strukturdlné je tvofeno
opakujicimi se hydrofilnimi a hydrofobnimi sekvencemi peptidi a je slozeno z fetézcii
polypeptidi  spojenych na C-konci disulfidickou vazbou. Vyznacuje se vybornou
biokompatibilitou a biodegradabilitou. Fibroin je mozné pouzit do krémi a Sampond,
kde zvysuje elasticitu a zvlhcuje. V pripravcich na nehty funguje jako prevence kiehkosti.

[22]

2.1.2 Semi-syntetické polymery

Do této skupiny fadime polymery jako je naptiklad nitroceluldza, hydroxyethylceluldza,
hydroxypropylcelul6za, kopolymery akrylatu, kyselina polyakrylova a polyamidy. Derivaty
celulozy je mozné rozdélit do dvou skupin; estery a ethery. Ob¢ skupiny jsou povrchové
aktivni, biodegrada¢né stabilni, termostabilni a také stabilni proti hydrolyze
a oxidaci. Estery celuldzy jsou ve vodé nerozpustné, ale maji dobré vlastnosti pro tvorbu
filmu. Ethery celuldzy jsou naopak ve vodé rozpustné. Celkové se tato skupina polymert
vyuzivd v kosmetice do Sampont, geld a kréml. Funguji jako gelujici, stabilizujici
a zahu$tujici latky. Oproti nékterym piirodnim polymertim jsou méné odolné proti

mikrobidlni kontaminaci. [22]

2.1.3 Syntetické polymery

Mezi syntetické polymery pouZivané v kosmetice bychom mohli zafadit silikony, polymery
na bazi kyseliny akrylové, polyakrylamidy a homopolymery a kopolymery na bazi

alkylenoxidu. Vyhodou téchto polymert je pfedevsim jejich niZsi cena oproti tém pfirodnim.
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Silikony jsou pouzivany v kosmetice jako suspendacni Cinidla pfi procesech jako je
emulgace nebo zahuStovani. Polyethylenglykoly (PEG) a polypropylenglykoly (PPG)
a jejich anionické a neionické derivaty jsou vyuzivany jako emolienty a emulgatory. Funguji
také jako enhancery, které zptistupni prichod skrz membréany. Pouzivaji se v ptipravcich
na holeni a do koupele, v pripravcich péce o plet nebo také v make-upech. Kyselina
polymlécnd (PLA) a poly-e-kaprolakton (PCL) se vyznacuji vlastnostmi, které neni mozné
najit u pfirodnich polymert, jako jsou jejich vynikajici mechanické vlastnosti

a zpracovatelnost pfi taveni. [22]

2.2 Typy kolagenii pouzivanych v kosmetice

V kosmetickych formulacich se muzeme setkat skolagenem ziskdvanym z driibezi,
veprové, hoveézi nebo rybi tkdné. Lisit se budou v mnoha vlastnostech. Prikladem mize byt
pH, které je, pro kolagen ziskany z driibezi tkané, podobné pH lidské kiizi a pohybuje se
v rozmezi hodnot 4 az 4,5. U kolagenu motského se pro pH jedna o rozmezi 3 az 4,5.
U kolagenu z hovézi tkané se pH vyskytuje mezi hodnotami 2,3 az 4. Dalsi dileZitou
vlastnosti je rozpustnost, kterd je nejlepsi u kolagenu z dribezi tkdn¢. Hufe rozpustny je
kolagen rybi a nejhorsi rozpustnost vykazuje kolagen z tkané hovézi. [19] Pii extrakci
kolagenu z Zivod&isné tkané je dilezitym faktorem staif konkrétniho jedince. Cim bude starsi,
tim vice zesitovanych vazeb bude tkan obsahovat a tim bude horsi rozpustnost ve vode¢.
Proto je nutné pouZit extrakci za pomoci kyselin (napf. kyselina mlécna, kyselina octova,
kyselina chlorovodikov4), ktera je vysoce u€innd. V dnesni dob¢ je velice Casto pouzivanym
kolagenem v kosmetice ten rybi, kterému se Casto piezdiva také motsky. Jeho aplikace
v kosmetice mize byt, ale do jisté miry omezena kvuli Castym alergiim spotiebitelli na
moiské plody a podobné. Jak jiZ bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, v kiiZi se nejcastéji
vyskytuji kolageny typu I, IIl a V. Nejhojnéji zastoupeny je kolagen typu I, ktery se

ve velkém mnozstvi vyskytuje pravé v moiském kolagenu. [17]

2.3 Hydrolyzovany kolagen

Béhem zrani kolagenu v téle dochazi k tvorbé pticnych vazeb a stava se méné rozpustnym
ve vod¢é a kyselém prosttedi. Proto se v kosmetickych formulacich ptfechazi k tvorbé
hydrolyzati. Kratké polypeptidové fetézce a malé molekuly peptidd, které pochazi
z kolagenu a vzniknou hydrolyzou ptirodniho kolagenu, jsou velmi dobie rozpustné ve vodé
a jejich hydrofilni struktura je velkou vyhodou pro aplikaci do kosmetickych formulaci.

Dalsi vyhodou je pravé ptritomnost malych molekul peptidi a kratkych polypeptidovych
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fetézcl, které snadnéji prochézi skrze membrany, ¢imz jsou schopny se dostat do hlubsich
vrstev kiize. ZvySuje se tim schopnost hydratovat pokozku a zlepSuje jeji bariérovou funkei.
Znamé je také vyuziti kolagenniho hydrolyzatu v kosmetice diky jeho antioxida¢nim
a antiaging vlastnostem. Dtlezité je pouziti hydrolyzatu z diivodu jeho rozpustnosti ve vodé
a transparentnosti. Nedochazi ani k opétovné agregaci jeho peptidi diisledkem hydrofobnich
interakci. Celkové vyuziti je ale mnohem Sirsi, a to diky jeho kompatibilité s lidskymi
buiikami a jeho biodegradabilité. Je tedy vyuzitelny naptiklad jako biomaterial. V tkanovém
inZzenyrstvi jsou casta jeho pouziti na ptipravu scaffolda a filmt pro 1écbu povrchovych
zranéni. Napftiklad nizka stabilita motského kolagenu jeho aplikaci ztézuje. Z tohoto diivodu
se pro pouziti hydrolyzovaného rybiho kolagenu zacaly vyuzivat liposomy jako vezikuly
ke zvySeni jeho stability a bioaktivity. Jeho vyuziti je Siroké také v potravindiském
primyslu. Diky jeho schopnosti snizovat povrchové napéti, tvofit pénu a nasledné ji
stabilizovat se pouzivaji pii vyrobé dezertii, kterym dodavaji krémovitost. Dale se ¢asto
vyuzivaji jako nutri¢ni a potravinové dopliiky, upravuji viskozitu naptiklad mlécnych
produktli a jsou schopny stabilizovat emulze. Objevuje se také v kotenicich smésich
do polévek, omdcek a dalSich pokrmu, jelikoz ve svém slozeni obsahuje kyselinu
glutamovou, neboli glutaman sodny, ktery se pouziva pro zvyraznéni chuti. Jejich vyuziti je
znamé 1 v zeméd¢€lstvi pro pfipravu hnojiv nebo rastovych stimuldtord. V nich slouzi
k enkapsulaci herbicidli, fungicidd ¢i pesticidd. Jsou také soucasti krmnych smési

pro hospodarska zvifata, domaci mazlicky i ryby. [17, 20, 21]

Hydrolyzovany kolagen se vyrabi nejcast&ji z kosti a kiize. Vychozi materidl je nejprve
promyt, dale je podroben extrakci, enzymatické hydrolyze, purifikaci, nésledné je
zkoncentrovan, sterilizovan a susen, ¢imzZ je regulovana jeho molekulova hmotnost, ktera se
pohybuje v rozmezi 2-6 tisic g'mol!. Na vyrobeném hydrolyzatu se néasledn& provadi
analyzy. Napfiklad osmolarita, pfitomnost toxickych latek a patogenli, obsah dusiku
a popelovin, aminokyselinové slozeni hydrolyzatu, stupeii hydrolyzy a distribuce

molekulovych hmotnosti. [20]

2.4 Kosmetické formulace

Kosmetické formulace, asto nazyvany formy kosmetickych prostfedki, jsou definovany
jako finalni formy sloZzené z chemickych, kosmetickych a/mebo aktivnich latek slouZici

spotiebiteli k jejich pouziti. Formy ovliviiuji pouziti a aplikace kosmetickych piipravkda.
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Mohou byt rozdéleny do tii skupin podle konzistence; tekuté, polotuhé a tuhé. VSechny typy
budou déle popsany a rozdéleny. [18, 24]

24.1 Tekuté

O tekuty kosmeticky prostiedek se jednd, pokud je mozné jej nalévat a je sloZen z tekutych
ingredienci. Neni mozné je udrZet v rukou, jelikoz by tekly. Radi se mezi né napiiklad
roztoky, lotiony, suspenze, oleje a nékteré emulze. [24]

Roztoky jsou Casto oznacované jako vody, tonika nebo také lotiony. Jedna se o nejjednodussi
a nejstarSi formu kosmetického piipravku v podobé¢ jedné a vice latek rozpusSténych
v jednom ¢i vice rozpoustédlech. Dle pouzitého rozpoustédla mohou byt rozdéleny do tii
skupin; na vodni bazi, hydroalkoholické a bezvodé. Mohou byt bezbarvé nebo zabarvené,
parfemované ¢i nikoliv. [24]

Suspenze je tvotrena dispergovanou fazi pevného charakteru a disperznim prostiedim
kapaliny. Pfi skladovani by nemélo dochazet k sedimentaci neboli usazovani castic
dispergované faze, cemuz muze byt zamezeno pifidanim zahuStovadla ¢i dispergatoru
nebo pouzitim koloidnich ¢astic, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 0,1 az 100 um. [23]
Emulze se pouzivaji v kosmetickych formulacich nejcastéji, jelikoz velmi malo
pouzivanych slozek je navzdjem misitelnych. Emulze jsou definovany jako disperzni
systémy dvou a vice kapalin, které jsou navzdjem nemisitelné nebo jen omezen¢ misitelné.
Jedna z kapalin je dispergovana ve forme kapek a tvoii dispergovanou fazi. Druhd kapalina
tvoii disperzni prostfedi, ve kterém je dispergovany prvni kapalina. VéEtSinou jsou
stabilizovany emulgatorem. BéZné je jedna kapalina oznafovana za olej a druhd za vodu.
Tvoreny jsou tedy emulze voda v oleji (v/0) nebo olej ve vodé (o/v) v zéavislosti na tom, ktera
z nich tvofi disperzni prostfedi a kterd dispergovanou fazi. Amfifilni molekuly emulgatoru
obali dispergované kapky prvni kapaliny a umoZzni jim misit se s druhou kapalinou.

[18, 23, 24]

2.4.2 Polotuhé

Pokud se jedna o konzistenci mezi tuhou a tekutou je klasifikovana jako polotuha. Je vice
viskozni nez forma tekuta a také sila potfebna na rozetfeni a aplikaci je vétsi. Mezi tyto
formy kosmetickych prosttedkl se fadi masti, krémy, pasty a gely. [24]

Masti jsou obvykle slozeny z méné nez 20 % vody ¢i t€kavych latek a z vice jak 50 %
uhlovodikt, voski ¢i polyolt. Jedna se o typ emulze. Pokud obsahuji vodu, mohou byt

oznacovany za velmi slabou emulzi voda v oleji. Bezvodé jsou slozeny z vice olejovych
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slozek. VétSinou jsou okluzivniho charakteru, tvoii tedy na pokozce ochranny film, ktery
zabraiiuje vyparovani vody, ale také prostupu latek zvnéjSku. Mohou byt bezvodé
nebo obsahovat malé mnozstvi vody, ¢imz se ale zvySuje Sance mikrobialni kontaminace.
Nepatii mezi nejoblibené€jsi presto stale casté formy z divodu jejich lepkavosti, mastnote
a pomérné tézkosti. Jsou velmi hojn€ vyuzivany ve farmacii. [24]

Krémy jsou vysoce viskdzni emulze obsahujici vice nez 20 % vody a t€kavych latek a méné
nez 50 % uhlovodiki, voski a polyoll. Ptikladem této formy mohou byt pletové krémy,
kondicionéry, opalovaci krémy, krémové o¢ni stiny nebo krémy na holeni. [24]

Pasty jsou velmi husté formulace, které jsou tézko roztiratelné z divodu vysokého obsahu
pevnych slozek, dokonce vyssi nez u masti, kterym jsou jinak velice podobné. Dle definice
se jedna o polotuhou formu kosmetického prosttedku obsahujici 20-50 % pevnych slozek
rozptylenych v tukovém vehikulu. [24]

Gely jsou polotuhé a prihledné formy vznikajici botnanim tuhych latek ve vodé. Obsahuji
gelotvorné Cinidlo, kterym je zajisténa tuhost prostfedku. Oproti jinym kosmetickym
formulacim obsahuji velké mnoZstvi vody. Gely vykazujici velice vysokou elasticitu
oznacujeme za galerty. Po odpafeni vody zgelu vznikd xerogel, ktery je schopen
po ptidavku vody opét prejit do formy gelu. V kosmetice je mozné nalézt gely na vlasy nebo

gelové Cistici pripravky na plet. [23, 24]

2.4.3 Tuhé

V ptipadé formy sestavajici z pevnych castic nebo voski stlacenych nebo smichanych
dohromady se jedna o tuhé kosmetické prostiedky. Vyznacuji se charakteristickym tvarem.
Mezi n€ je mozné zatadit prasSky, granulaty, ty¢inky ¢i kapsle. [24]

Prasky jsou smeési pevnych a suchych chemikalii. Rozdé€luji se do dvou skupin; sypké
a stlacené. Sypké prasky se vyrabi smisenim praSki namletych na podobné velké Castice.
V kosmetice se mizeme setkat napiiklad s koupelovymi solemi, tvafenkami, ocnimi stiny
¢1 minerdlnimi pudry. Slisované prasky jsou formou sypkych praskt stlacenych
do konkrétnich forem ¢i obalti. Opé€t se muze jednat o pudry, o¢ni stiny ¢i tvarenky, ale také
koupelové bomby. Casto obsahuji pojiva, napiiklad $kroby nebo triglyceridy, které spojuji
slozky a zabranuji poruSeni findlni formy po padu. [24]

Granulaty jsou pomérné robustni prostiedky slozené z primarn€ jemnych praskovitych latek
s mnohem mensi velikosti ¢astic nez bézné pudry. Pti kontaktu s vodou se snadno rozpadaji

a tvoii roztiratelné pasty ¢i suspenze. [23]
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Tycinky jsou tuhé formy piipravované v dlouhych, uzkych, kruhovych nadobach. Pouzivaji
se ke zvyraznéni malych detailii. Mohou a nemusi pokozku barvit. Jejich slozeni je zalozeno
predevsim na latkach tukové povahy, ddle mohou obsahovat zmékcovadla ¢i dispergatory.
Ve form¢ tyCinky naleznete v kosmetice naptiklad rténky, tuzky na rty, o¢ni linky,
korektory, deodoranty nebo napiiklad opalovaci krémy. [23, 24]

Kapsle jsou slozeny z obalu a naplné. Obal muze byt tvrdy i mékky a mize byt naplnény
tekutou ¢i tuhou latkou. V kosmetice se mtizeme setkat s kapslemi vytvorenymi z Zelatiny
naplnénymi olejovou tekutinou. Muze se jednat naptiklad o kapsle s antiaging sérem
nebo kapsle s koupelovymi oleji. Po kontaktu s vodou se Zelatinovy obal rozpusti a obsah je

vypustén na pozadované misto. [24]
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3 KUZE A MERENI JEJICH VLASTNOSTI

KiiZe je asto oznaCovana za nejrozsahlejsi organ lidského téla. Jakozto hranicni organ mezi
vnitinim a vné&j$im prostfedim zajist'uje velké mnozstvi funkci. Tvoii 16 % z celkové té€lesné
hmotnosti ¢lovéka a jeji plocha zaujimé az 2 m? v zavislosti na vysce a konstituci jedince.
Jeji tloustka je na riznych mistech téla riznd. Kromé mista vyskytu zalezi také na vyzive,
hydrataci a véku jedince. Jeji povrch neni homogenni, je rozbrazdény v zahyby a ryhy tvofici
kozni reliéf. Je tvofena tfemi vrstvami a dale pak piidatnymi organy, takzvanymi koznimi

adnexy, ke kterym se fadi vlasy, nehty a mazové a potni zlazy. [27]

3.1 Anatomie a fyziologie kiiZe

Kuze je tvorena tiemi vrstvami; epidermis (pokozka), dermis (Skara) a hypodermis
(podkozi). [1]

Epidermis je nejten¢i vrstva na povrchu kiZe. Jeji tlouStka se pohybuje mezi
0,2-1,5 mm podle mista na téle, napiiklad na ocnich vickdch je nejtenci. Jednd se
o vicevrstevny dlazdicovy rohovéjici epitel. Obsahuje Ctyfi typy bunck; keratinocyty,
melanocyty, Merkelovy buiniky a Langerhansovy bunky. Nejhojnéji jsou zastoupeny
keratinocyty, které tvoii pevny vldknity protein keratin, ktery je dilezity pro ochranu svrchni
vrstvy kuze. Keratinocyty vznikaji v nejhlubSi vrstv€ epidermis; stratum basale. Tam
dochdzi k jejich neustdlému déleni a postupnému vytlacovani do vysSich vrstev. Stratum
basale (zékladni vrstva) je tvofeno jednou ftadou bunck, nejastéji zarodecnymi
cylindrickymi keratinocyty, mezi které jsou vnofeny polokulovité Merkelovy bunky. Dale
je tato vrstva tvofena melanocyty, buitkami pavoukovitého tvaru tvofici melanin. Melanin
je ve velkém mnoZstvi obsazen v keratinocytech v bazalni vrstvé. Dalsi vrstvou je stratum
spinosum (ostnitd vrstva) sestavajici z n€kolika vrstev bunck, mezi kterymi si mohou
ojedinéle vyskytovat Langerhansovy buiiky. Jednd se o dendritické buiikky podobné
makrofagiim. Jsou souc¢ésti imunitniho systému, pohlcuji cizi bilkoviny (antigeny), které
prenaseji dal$im bunikdm imunitniho systému a tim chrani kiZzi. Nésledujici vrstva stratum
granulosum (zrnita vrstva) je velmi tenkd a sklada se z 3 az 5 tad oplostélych keratinocyti.
Déle jsou v této vrstvé obsazena keratohyalinovd granula napomadhajici tvorbé keratinu
a lamelozni granula zpomalujici ztratu vody pomoci glykolipidi v nich obsaZenych.
Ptedposledni vrstvou je stratum lucidum (vrstva svétlych bunck) oznafovana také jako
tranzitni zona. Vyskytuje se pouze u tlustého typu kize (dlané a plosky). Jedna se o vice fad

bunék tvofenych plochymi odumielymi keratinocyty. V nejsvrchnéjsi vrstvé oznaCované
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jako stratum corneum (SC) jsou keratinocyty ve formé¢ plochych bezjadernych vacku
tvofeny pouze keratinem a dochazi k jejich odlupovani, ¢imze se obnovuje epidermis.
Mezibunécné prostory jsou vyplnény glykolipidy, které zabranuji ztrat¢ vody. Celkové
slouzi stratum corneum (rohova vrstva) také k ochran¢ pred odieninami a podrazdénim.
Proces vzniku, odlupovani a obnovy keratinocytll trva cca 40 dni. Za cely zivot vylouci

pramérny jedinec az 18 kg korneocytt ve formé odlupujicich se Supinek. [1, 27]

rohova vrstva
vrstva svétlych bunék

zrnité vrstva

ostnita vrstva

zakladni vrstva

bazalni membrana

Obrazek 3: Vrstvy pokozky [31]

Dermis se sklada z fibroblastli, makrofagt zirnych bun¢k a roztrousenych bunék bile krevni
fady. Dale obsahuje kolagenni, elasticka a retikularni vldkna, ¢imzZ je zajiSténa pevnost
a ohebnost klize. Jeji tlouSt’ka se pohybuje od 0,6 mm do 3 mm. Je bohaté propletena nervy
a cévami, které slouzi vyzivé dermis i epidermis, ale napomahaji také pfi termoregulaci.
Sklada se z vrstvy papilarni a retikularni. Vrstva papilarni se vyskytuje na povrchu Skary
a je tvorena fidkou pojivovou tkani. Tvofi vyb&zky vybihajici proti pokozce, jenz jsou
oznacovany jako dermalni papily. Dalsi vrstva retikularni zaujima asi 80 % dermis a je
tvofena hustou neuspofadanou pojivovou tkani. V mezibunéénych prostorech jsou husté
propletena kolagenni vlakna, ktera zajist'uji pevnost a odolnost. V mistech s nizkou hustotou
téchto vlaken se nachazi linie §tépitelnosti klize, jejichZ znalost je dileZzitd v chirurgii. Déle
se v retikularni vrstvé dermis vyskytuji elastickd vlakna, které zajistuji k0zi pruznost.
[1,27]

Hypodermis neboli tukova vrstva ¢i subcutis je sloZzena z tukové a fidké pojivové tkané. Jeji
zakladni stavebni jednotkou jsou tukové bunky neboli adipocyty. Jednd se o okrouhlé
¢iovalné bunky s excentricky ulozenym jadrem. Je inervovana a slouzi k ukladani zdsobniho

tuku, dale pak kupevnéni kiZe k hloubéji uloZenym strukturdm, nejcastéji svaliim,
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ke kterym ale neni pfichycena piili$ pevné, coz umoznuje pohyblivost kiize. Vykonava takeé

funkeci izolac¢ni. [1, 27]
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Obrazek 4: Struktura kize [30]

Dilezitost klize jako nejvétSiho organu lidského téla je mozno si uvédomit diky mnozstvi
funkect, které zajistuje.

Ochrannd funkce umoziuje kizi fungovat jako bariéra pred vnitinimi i vnéj§imi vlivy.
At uz jako bariéra fyzikalni, chemicka ¢i biologicka. Fyzikalni bariéra je diilezita z hlediska
soudrznosti, pevnosti a pruznosti kiize, pii ¢emz je dilezity proces keratinizace, funkce
potnich a mazovych 714z, hydratace epidermis, desmozomy keratinocytli, dermoepidermalni
junkce a rozsahla sit’ kolagennich a elastinovych vlaken. Za dermoepidermalni junkci
povazujeme rozhrani mezi dermis a epidermis, ve kterém vznikaji junkéni névy. Fyzikalni
bariéra spociva v ochrang pfed fyzikalnimi vlivy jako naptiklad tlak, tah ¢i tfeni. [27, 28, 29]
Chemicka bariéra spolecné s biologickou zajist'uji ochranu pfed rliznymi vlivy, kam lze
zatadit napiiklad pasobeni kosmetickych prostiedkii nebo pfitomnost mikrobt. K této
ochran¢ dochazi vzajemnou soucinnosti autodesinfek¢ni a autodetoxikacni funkci ktze,
odolnosti keratinu pted kyselinami a alkéaliemi, kyselym a lipoidnim plastém, hydrataci,
udrzovanim turgoru a mechanickymi vlastnostmi kiize. Uvnitt pokozky je pH lehce zésadité
(6,7—17,3), na jejim povrchu naopak lehce kyselé (3,8 — 5,6). Kyselé pH na povrchu kize je
vytvofeno pfitomnosti mazu a potu, jenz spole¢né tvoii hydrolipidovy film. Tento film
umoznuje odolnost proti chemickym vlivim. Mytim kize dochéazi k oslabeni tohoto
ochranného filmu a po poSkozeni uz neni mozna jeho obnova. Pro jeho obnovu je dilezité

pouzivat vhodnou kosmetickou péci. [27, 29]
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Termoregulacni funkce kiize souvisi s ochranou ptred teplem a chladem, ktera je zajisténa
zménami prokrveni, tukovou vrstvou, keratinem a ochlupenim. [29]

Smyslovd funkce je dilezita pro predavani podnétii a informaci o déni ve vnéjSim a vnitinim
prostiedi. Toto vnimani je zajiSténo vegetativnim nervovym systémem a cerebrospinalnim
senzitivnim nervstvem ve Skare. V kGzi se nachdzeji specialni receptory zameétené
na konkrétni podnéty zvenci. Vaterova-Paciniho téliska umoznuji ptreddvat informace
o tlaku, Krauseho téliska ptenaSeji chlad, Ruffiniho naopak teplo. Wagnerova-Meissnerova
téliska zase dotyk. [27, 29]

Funkce metabolickd vmoznuje prabéh metabolismu sacharidd, lipidd, proteind a steroidii
v kuzi. [27]

Regulacni funkce je umoznéna semipermeabilitou klize, ¢imz je ovlivnéna schopnost
termoregulace a hospodateni s vodou. Dochazi k regulaci télesné teploty pomoci odpafovani
vody a potu, vasokonstrikce a vasodilatace. [27]

Sekrecni funkce kiize umoznuje produkci potu, mazu, keratinu a melaninu. Produkce potu
(sudoru) je zajisténa ¢innosti apokrinnich i ekrinnich potnich zl4z. Jedna se o hypotonickou
latku sloZzenou z iontil (Na, Cl, K, Ca, Mg), fosfatl, siranti, laktatu, kyseliny mocové, urey,
aminokyselin, glukdzy, vitaminu C a ve stopovém mnozstvi také biogenni aminy. Jeho
sekrece je zavisla na celé fadé mediatort; cholinu, acetylcholinu, adrenalinu ¢i skopolaminu.
Mazové Zlazy produkuji maz (sebum) olejové konzistence, ktery je sloZeny piedevsSim
z glycerid@i ¢i volnych mastnych kyselin, dale pak zesteri voskili, skvalenu, estert
cholesterolu a cholesterolu samotného. Produkce mazu je ovlivnéna mnoho faktory,
napiiklad dédi¢nosti, hormony, vyzivou, léky a dalSimi chemickymi ¢i fyzikdlnimi vlivy.
Keratin je produkovan samotnou kiizi jako holokrinni Zlazou. Jedna se o skleroprotein
syntetizovany keratinocytil. Je hlavni sloZzkou stratum corneum a také vyznamnou soucasti
vlasli a nehtii. Malenin je pigment tvofeny melanocyty. Vyskytuje se ve dvou formdch;
eumelanin a feomelanin. Je dulezity pro ochranu pied slune¢nim zafenim, které absorbuje,
rozptyluje a oslabuje. [27, 29]

Imunologicka funkce je zajiSténa epidermalni bariérou, pfitomnosti Langerhansovych
bunék, T-lymfocytl, mastocytli a keratinocyti. Déle pak imunogenetikou a funkénim
systémem kozni lymfatické tkan¢ a kozniho imunitniho systému. [27]

Depotni funkce vyplyva zjeji plochy. Kize udrzuje zasobu vody, glukozy,
glykosaminoglykanti, krve, lipidl, bunék specifickych pro danou tkan a podkozni tukové
tkané. [27, 29]
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Resorpcni funkce neboli vstiebavaci je umoznéna semipermeabilitou membrany a souvisi
s ochranou funkci ktize. Vstfebavani probihd pomoci vyvoda potnich a mazovych Zzlaz.
Mazovymi a potnimi zlazami pronikaji latky rozpustné v tucich, zatimco latky rozpustné ve
vod¢ jsou transportovany pouze pomoci potnich zldz. Po poskozeni rohové vrstvy pokozky
se zvySuje propustnost. [29]

Respiracni funkce umoznuje dychéani skrze kizi. [29]

Psychosocialni funkce kize hraje dilezitou roli pfi celkovém vnimani Cclovéka

ve spolecnosti. [27]

3.2 Meéreni vlastnosti kaze

I kdyZ je kiize velice u¢innou bariérou, mize byt narusena chemickymi nebo mechanickymi
vlivy. K chemickému poskozeni kozni bariéry mlze dojit ucinkem detergentii
nebo kosmetickych piipravki. Také expozice slabym zdsadam nebo kyselindm miize
ovlivnit hydrataci ktize nebo jeji povrchové pH. ZhorSeni bariérové funkce mize vést
ke zvySeni prostupnosti kize, dojde k usnadnéni priniku nanocéstic ¢i vétSich molekul
bilkovin nebo anorganickych kovovych slou€enin. Toto naruseni muze zpuUsobit
imunologické projevy mezi které patii podrazdéni nebo zanét kiize a jeji senzibilizace. Proto
se pfi vyzkumech méii vlastnosti pokozky; hydratace stratum corneum, transepidermalni
ztrata vody, elasticita a povrchové pH. Jednd se o vlastnosti, které poskytuji objektivni
posouzeni stavu pokozky. Metody méfeni téchto vlastnosti jsou praktické, citlivé
a neinvazivni a jsou pouzivany pii klinickych studiich a vySetienich pro indikaci, ale také

predikci poSkozeni ktize. [32]

3.2.1 Hydratace

Udrzeni hydratované kiiZe je nezbytné pro udrZeni jeji bariérové funkce a zamezeni ztratdm
vody a pruniku latek skrze kazi. Hydratace kiize je dana mnozstvim vody pravé v rohové
vrstvé pokozky. Pro udrzeni vody ve stratum corneum je dilezitd ptitomnost ptirozeného
hydrata¢niho faktoru (NMF — natural moisturising factor) a korneocytti. Spravna hydratace
je dulezita pro plnéni zasadnich funkci kize. Zajistuje udrZeni pruznosti, viskoelastickych
vlastnosti kiize a usnadnéni enzymatickych reakci, které se podileji na zrani korneocytu.
Hydratace klize miize byt méfena na zaklad¢ tfi principi; kapacitanci dielektrického média,
elektrické vodivosti a totdlni impedanci. Pfistroje na méfeni hydratace jsou dostupné
a vétSinou jsou slozeny ze sondy, kterd je piikladana ke kizi. Korneocyty ve zdravé

nejsvrchngjsi vrstvé pokozky vykazuji hydrataci mezi 10 % a 20 %, zatimco keratinocyty
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v zékladni vrstvé pokozky v rozmezi 75 az 85 %. Pokud se hydratace pohybuje v nizkych
hodnotach, kiize nebude tak elastickd, dojde k jejimu odlupovani ¢i praskani, coz snizi

bariérovou funkci kiize. [24, 32]

3.2.2 Transepidermalni ztraty vody (TEWL)

V pokozce se vyskytuje vodni gradient, diky kterému je obsah vody v rohové vrstvé nizsi
nez ve vrstvé zakladni. Dochazi k pasivni diftizi vody z niz8ich vrstev pokozky k jejimu
povrchu, na némz dojde k odpaiovani vody. Tento jev je znamy jako transepidermalni ztrata
vody. Toto odpatrovani je kontrolovano funk¢nosti pokozky, pokud ale dojde ke zvySeni
ztraty vody, dojde k poruseni bariéry. TEWLu je pouzivano pro zjistovani ucinkii latek
drazdivych pro kizi, detergentli, organickych rozpoustédel nebo rlznych vlivi
na bariérovou funkci kiize. Tato vlastnost klize je méfena pomoci sondy piikladané ke kizi
a je vyjadiovana jako mnoZstvi odpafené z povrchu pokozky v g/m?/h. Sonda miize byt
ve form¢ zaviené €i oteviené komory a obsahuje dva snimace. Jeden snima teplotu, druhy
relativni vlhkost a z téchto hodnot je odvozovan vysledek méfeni. Nizké hodnoty znaci

neporusenou kiizi a pln¢ funkéni kozni bariéru. [32]

3.2.3 Povrchové pH

Z chemického hlediska je pH definovano jako zdporny dekadicky logaritmus koncentrace
vodikovych 1ontl ve vodném roztoku. Pohybuje se v rozmezi od 0 do 14 a je veli¢inou
bezrozmérnou. Hodnota pH 7 je oznaCovéna za neutralni, hodnoty niZsi nez 7 se oznacuji
jako kyselé pH, naopak hodnoty vys$si nez 7 vykazuji pH zéasadité. Pfimé méfeni pH kiize
Kysel¢ pH ktze je ovlivnéno sekreci potu a mazu a pohybuje se v rozmezi 4,6 az 5,6

v zavislosti na misté na téle. [32]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakalaiské prace bylo zpracovat resersi tykajici se zadaného tématu.
Zamg¢iovana byla na kolagen a také kolagenni hydrolyzat. Dulezitou Casti jsou také moznosti
kosmetickych formulaci s pouzitim pfirodnich biopolymerti namisto dnes pomérné
odsuzovanych syntetickych ptisad. Byly také rozebrany vlastnosti a funkce kiize z divodu
aplikace gelové formulace s ptfidavkem rybiho kolagenniho hydrolyzatu v ramci praktické
¢asti. Popsany byly i zptisoby méfeni funkcnich vlastnosti pokozky, které byly opét diilezité

pro praktickou ¢ést.

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo zjistit U¢inek kolagenniho hydrolyzatu
na pokozku. Jeho pouziti, jakozto ptirodniho biopolymeru, v gelové formulaci je v dnesni
dobé velice zadané. Piipraveny kolagenni hydrolyzat byl nejprve analyzovan, dale ptidan
do gelové kosmetické formulace a po dobu dvou mésici byly sledovany na souboru
probandek jeho ucinky na periorbitalni oblast. Béhem tii méfeni byly pomoci neinvazivnich
metod naméfeny zmény hydratace, transepidermdlni ztraty vody, pH, mnozstvi pori a
vrasek. Hydratace byla métena pomoci korneometru, TEWL pomoci tewametru, pH bylo
zjistovano pH metrem a mnozstvi porti a vrasek bylo ziskdno diky visioskopu. Ziskana data

byla statisticky zpracovana a dale diskutovéna.
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5 MATERIALY, METODY A POSTUP PRACE

5.1 Priprava kolagenniho hydrolyzatu

Rybi kolagenni hydrolyzat byl pfipraven v ramci diplomové prace dle postupu, ktery bude
dale popsan.

Vychozi surovinou byly skelety kapra obecného obsahujici kosti, zbytky kiize a svaloviny,
Supiny a ploutve. VSechen materidl byl roziezan a dale pomlet na velikost asi 3 mm
a na vakuové svarecce zbaven vzduchu. V cca 1l kg baliccich byl materidl zamrazen
pti-18°C. Pfed dal$im zpracovanim byla surovina rozmrazena a ndsledné promyvéana vodou
na situ s tkaninou po dobu 2 minut. Po dobu 5 minut byla surovina ponechdna ve studené
vodé a poté dile promyvéana. Nasledovalo opracovani 0,2 mol-l"! roztokem NaCl po dobu
90 minut. Déle se surovina filtrovala pfes sito a byla opét promyvana studenou vodou.
Nasledovalo opracovani 0,3 mol-l"! roztokem NaOH po dobu 45 minut. Po uplynuti doby
nasledovala opét filtrace pies sito s PA tkaninou a promyti studenou vodou. Proces
opracovani pomoci hydroxidu sodného byl opakovan jesté tfikrat, pficemz promyvani
po poslednim ptidavku a opracovani NaOH bylo nejdikladnéjsi. Prebytecna voda byla
vymackana a surovina bylo rozprostiena na plechy s potravinaiskou folii. Plechy byly
ponechany v susarné pii 35° C po dobu 24-36 hodin. Vysusena surovina byla rozldmana
na mensi kousky a smichana v poméru 1:6 se smési rozpoustédel petrolether a ethanol
v poméru 1:1. Na tfepac¢ce dochazelo k odtucnovani suroviny po dobu asi 2 dnil, pficemz se
kazdych 12 hodin vyménila smés rozpoustédel za Cistou. Po odtucnovani byla veSkera
surovina opét rozmisténa na plech a v digestofi se nechaly odpatit zbytky rozpoustédel.
Piipraveny Cisty kolagen byl rozemlet na vertikdlnim mlynku na jemnost 3 mm. Nésledné
byl pfipravovan demineralizovany kolagen. K ¢istému kolagenu byla pfiddna HCl v poméru
1:10 a demineralizace probihala po dobu 48 hodin pii pokojové teploté za mirného tiepani.
Po 24 hodinach byla HCl vyménéna za Cistou. Po uplynuti 48 hodin byl kolagen opé&t
promyvan studenou vodou na situ stkaninou asi 3 minuty. Néasledovalo suSeni
demineralizovaného kolagenu v susarné pti 35° C po dobu 24-36 hodin. Vysusena surovina
byla rozemleta na velikost 1-3 mm. Cca 70 g demineralizované suroviny bylo smichano
s destilovanou vodou v poméru 1:15 a protiepavano asi 20 minut. Nasledn¢ bylo upraveno
pH pomoci 5% roztoku hydroxidu sodného na hodnotu 6,5-7,0. Déle byl ptidan
proteolyticky enzym Protamex a celd smé&s byla dale tfepana po dobu 4 hodin. Surovina byla

po skonceni tfepani filtrovana pies sito. Nasledovalo suSeni na plechu pii 70° C po dobu
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24 hodin. Po vysuseni byl hydrolyzat zvazen, seskraban a nasypan do uzaviratelného sacku.
Pti filtraci pfes sito stkaninou bylo nutno promyvat zachycenou surovinu minimélné
po dobu 5 minut pro odstranéni co nejvétsiho mnozstvi enzymu. Poté byla k suroviné
do kadinky pfidéna destilovana voda v poméru 1:15 a smés byla zahfivana a michana
pomoci magnetického michadla pii teploté¢ 40° C po dobu 45 minut. Nasledovala filtrace
ptes sito a kapalina (zelatina 1. frakce) byla jimana do dalsi kadinky, pfivedena k varu
a povafena po dobu 5 minut, nasledné zchlazena, rozlita do zkumavek a 4 minuty
odstied’ovana pii 4000 ot/min. Roztok se odstiedénim rozdé¢lil na tfi vrstvy, navrchu se
nachdzela tukova vrstva, uprostfed Cisty Zzelatinovy roztok, spodni vrstva obsahovala
pigment. Filtraci ptes sito s tkaninou byla odstranéna tukova vrstva a roztok na plechu byl
po dobu 30 minut chlazen v lednici, nasledn€ pak suSen pies noc pii 40°C, druhy den jesté
po dobu 8 hodin pii 65° C. VysuSena Zelatina byla zvazena, nasypana do uzaviratelného
saCku a ponechana v temnu. Nerozlozeny materidl, tedy zbytek po 1. frakci, byl opét
smichéan v kadince s destilovanou vodou a zahtivan. Po dosazeni teploty 50 °C byla 2. frakce
zelatiny vatena po dobu 45 minut. Dalsi kroky byly shodné s postupem jako v ptipad¢ prvni
frakce. Nerozlozeny materidl, zbytek po 2. frakei, byl opét smichan v kadince s destilovanou
vodou a zahtivan do dosazeni 70°C, néasledn¢ byla 45 minut extrahovana zelatina 3. frakce.
Nasledujici postup je opét shodny jako v ptipad¢€ prvni a druhé frakce. Posledni nerozlozeny
material, tedy zbytek po 3. frakci, byl opét podroben extrakci smichanim s destilovanou
vodou a po dobu 20 minut pfi teploté 95°C byla extrahovana Zelatina 4. frakce. DalSi postup
se shoduje s postupy v ptipad¢ piedchozich frakci. Zbyly nerozlozeny podil byl pfes noc
susen pti 103 °C, zvazen a ulozZen v uzaviratelném sacku. Shodnym zptisobem byla vysusena
a uloZena 1 tkanina se zachycenym tukem. Pigment byl ze zkumavek vyskrabnut a susen
ptes noc pii 40°C na Petriho misce. Nasledné byl pigment zvaZen a uschovan jako tkanina

a vysuSeny nerozloZeny podil. [34]
5.2 Analyzy provadéné na samotném hydrolyzatu

5.2.1 Pristroje, pomiicky a chemikalie

Elektronické analytick¢é vahy KERN ALS, suSdrna Memmert, Muflova pec Nabertherm,
pH metr WTW, UV-VIS spektrofotometr Helios 3 Thermo Spectronic, exikator, plynovy
kahan, kozeluzské misky, zihaci kelimky, kyveta, kédinky, odmérné valce, michadlo
s ohfevem, kleste, trojnozka, 1zicky, ty€inky

Destilovana voda, rybi kolagenni hydrolyzat
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5.2.2 Stanoveni obsahu suSiny

Do tfi kozeluzskych misek byl na analytickych vahach navazen vzdy cca 1 g rybiho
kolagenniho hydrolyzatu a byla zaznamenana hmotnost pted susenim. Misky byly i s vikem
umistény do susarny a ponechany pii 103 °C pies noc. Druhy den rano byly misky vytazeny
a ponechany ke zchladnuti v exikéatoru. Poté byly opét zvazeny a byl vypocitan obsah susiny

dle vztahu (1):
S="-100 (1)

mo
kde: S — obsah susiny vzorku [%]
m — hmotnost vzorku po vysusSeni [g]

mo — hmotnost vzorku pfed vysuSenim [g]

5.2.3 Stanoveni obsahu popelovin

Pomoci stanoveni obsahu popelovin je zjist€éno mnozstvi anorganickych latek v hydrolyzatu.
Navazeny hydrolyzat v zihacim kelimku byl nad kahanem spalovan na popel a nasledné
v muflové peci zihan pii 650°C po dobu 2 hodin. Po vytazeni z muflové pece byly kelimky
ponechédny v digestofi ke kratkému zchladnuti, nasledné pfeneseny do exikéatoru na delsi
zchladnuti. Po vychladnuti byly kelimky zvézeny a byl vypocitan obsah popelovin dle
vztahu (2):

P="2.100 2)

Mo
kde: P — obsah popelovin [%]
mp — hmotnost zpopelnéného vzorku [g]

mo — hmotnost vzorku pied spalenim [g]

5.2.4 Stanoveni pH a ¢irosti roztoku

Pro stanoveni pH a cirosti kolagenniho hydrolyzatu byl pfipraven jeho 6,67% roztok
navazenim 3 g hydrolyzatu a doplnénim 42 ml destilované vody. Néasledné byla smés
michana a ponechana k rozpusténi. Do kadinky s roztokem byla umisténa sonda pH metru
a byly zaznamenany dvé hodnoty. Cast roztoku byla pielita do kyvety a na spektrofotometru

byla méfena transmitance.
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5.3 Priprava gelu s kolagennim hydrolyzatem

5.3.1 Pristroje, pomiicky a chemikalie

Analytické vahy Nimbus, plastové a sklenéné kadinky, tyCinky, 1zicky
Rybi kolagenni hydrolyzat, Carbopolovy gel Fargon (slozeni: Aqua purificata,

Carbomerum 980, Methylparabenum, Propylparabenum, Trolaminum)

5.3.2 Metodika a postup prace

Ptipravovany byly formulace o koncentraci hydrolyzatu 0,5 % a 1,5 % (w/w). Vypocitana
mnozstvi hydrolyzatu byla navazena do plastovych kadinek na analytickych vahach
a nasledn¢ vzdy doplnéna do 200 g celkové hmotnosti formulace. V kadinkach byly
formulace homogenizovany pomoci ty¢inky a nasledné pfendany do uzaviratelnych nadob,
popsany, uloZeny do lednice a uchovavany pfi teplot¢ 5 = 1° C, dokud nebyly pfedany

probandkéam, které ji nasledné po celou dobu pouzivani také uchovavaly v lednici.
5.4 Meéreni vlastnosti pokozky

5.4.1 Pristroje, pomicky a chemikalie

Tewametr TM 300, pH metr PH 905, korneometr CM 825, visioskop PC 35,
stanice MPA 5 (vSechny pfistroje Courage & Khazaka, Némecko), béZné laboratorni sklo,
bunicina, odli¢ovaci tampony

Destilovand voda, Jarischiiv roztok (slozeni: Acidum boricum, Glycerolum, Aqua
conservans), micelarni termdlni voda pro intolerantni plet Uriage (sloZeni: Aqua,
Polysorbate 20, Glycerin, Poloxamer 184, Caprylyl/Capryl Glucoside, Cetrimonium
bromide, Polyaminopropyl biguanide, Parfum, Prunus armenica fruit extract, Citric acid,

Ascorbic acid)
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Obrézek 5: Piistroje pouzivané k méteni vlastnosti kiize, A — tewametr TM 300, B —
pH metr PH 905, C — korneometr CM 825, D — visioskop PC 35, E — MPA 5 stanice

5.4.2 Metodika a postup prace

Vybér probandii

Hlavnim cilem praktické ¢asti BP bylo testovani ucinnosti gelové formulace s pfidavkem
kolagenniho hydrolyzatu (KH). Formulace byla probandy pouzivana po dobu cca 2 mésict
kazdé rano a kazdy veer na oblast spanku a oéniho okoli. Uginnost kolagenniho hydrolyzatu
na star$i pleti jiz byla testovana v pfedeslych akademickych pracich, nyni bylo cilem zjistit
ucinek na plet’ mladsi, proto byly jako probandky vybrany zeny ve v€ku 22 + 2 roky
v celkovém poétu 11. Sesti probandkam byla pridélena formulace s piidavkem 1,5 % KH,

5 probandkam s pfidavkem 0,5 % KH.

Organizace méreni

Utinnost kolagenniho hydrolyzatu byla zkoumana v obdobi tnor az duben, provadéna byla
3 méteni. Prvni byla provedena pied pouzivanim gelu s KH, nasledné€ po 32 dnech pouzivani
a posledni méteni po dalSich 32 dnech. Métena byla hydratace, transepidermalni ztrata vody,

pH, pory, vrasky a skvrny, vSe v oblasti spanku a o¢niho okoli, kam byl hydrolyzat
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aplikovan. Probandky byly pfed prvnim méfenim obeznadmeny s pribéhem méteni,
podepsaly informovany souhlas (P I) a vyplnily dotaznik o svém zdravotnim stavu (P II).
Ptred kazdym meéfenim byly ponechany v laboratoii 15 minut pfed samotnym méfenim
z divodu aklimatizace. Pokud byly probandky pfed méfenim nali¢ené, byly odliceny
micelarni vodou Uriage, poté Jarischovym roztokem a nasledné¢ ponechiany 20 minut
v laboratofi z dGvodu aklimatizace a odpafeni piebyte¢ného produktu, ktery by mohl
zkreslovat méfeni. B€hem meéteni byla teplota mistnosti 24 = 2° C a relativni vlhkost
28 £3 %. Gelova formulace s KH byla probandkami pouZzivéna kazdé rano a vecer po dobu

2 mésicl, na méfenou oblast nebyly aplikovany jiné produkty.

Princip méreni

Méfeni hydratace

Mg¢teni bylo provadéno pomoci korneometru CM 825 na levé i pravé strané mista aplikace.
Sonda byla mirné pftitlacena k méfené oblasti a bylo odecteno 5 hodnot ponechanych
ke statistickému zpracovani. Podle Skaly pouZivaného pftistroje je mozno rozdélit kiizi
na 3 rtizné typy. Jako normalni typ pleti miiZeme oznacit pii hodnotach hydratace vysSich
nez 45 korneometrickych jednotek (k. j.). Hodnoty hydratace vrozmezi 30-45 k. j.
oznacujeme jako suchou plet. Pro extrémné suchou plet’ jsou typické hodnoty nizsi nez
30 k. j. [36]

Méfeni transepidermalni ztraty vody

Pomoci tewametru TM 300 bylo namé&feno 15 hodnot pfiloZenim na pravy a levy spanek.
Prvnich 5 hodnot bylo odstranéno a dale bylo statisticky zpracovavano pouze 10 hodnot.
Stupnice hodnot rozdé€luje kiizi na 5 rznych stavli. Pokud se hodnoty vyskytuji v rozmezi
0-10 g/m*/h jednd se o velmi dobry stav, dobry stav odpovidd hodnotam 10-15 g/m?/h, jako
normalni stav oznacujeme hodnoty 15-25 g/m*h. Pokud se pohybujeme mezi hodnotami
25-30 g/m?/h, jedna se o napjaty stav. Kritickym stavem jsou hodnoty vy$si nez 30 g/m?*/h.
[37]

Za pomoci pH metru byla vZdy zaznamenana 1 hodnota pH pro pravou a levou stranu méfené
oblasti. Hodnota pH na kazi se pohybuje v rozmezi 4,6-5,6. [32]

Meéfeni pomoci visioskopu

Pro zaznamenavani 2D obrazli klize byl pouZivan visioskop a software CK-Multi Probe.
Visioskop byl pifikladan k oblasti levého a pravého spanku a po zaostfeni byla pofizena

fotograftie. Méfena oblast byla podrobena zjisStovani mnozstvi pora, skvrn a vrasek.
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Statistické vyhodnoceni naméfenych dat
Vyhodnocovani a statistické zpracovavani dat bylo provadéno pomoci programu Microsoft
Office Excel (2016). Z naméfenych dat byl vypocitan aritmeticky primér a smérodatna

odchylka, podle vztahu (3) a (4).

x=13N % (3)
kde: X — aritmeticky pramér
N — pocet méfeni
xi — hodnota méfeni
s= 23N, (- %)? (4)

kde: s — smérodatnd odchylka
X — aritmeticky primeér
N — pocet méteni

Xi — hodnota méfeni
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vyhodnoceni analyz hydrolyzatu

6.1.1 Vyhodnoceni obsahu suSiny

Podle kapitoly 5.2.2 byla zaznamenana hmotnost vzorku pfed susenim a po provedeni
analyzy byla vypocitana hmotnost vzorku po suseni. Dale byla ze tii paralelnich stanoveni
spocitana primérnd hmotnost pied a po suSeni a hodnoty byly dosazeny do vztahu (1).
Vypocteny byly také primérné hodnoty a chyby méteni dle vztahti (3) a (4). Stanoven byl
obsah suSiny S. V tabulce jsou zaznamenany veSkeré hodnoty potfebné k vypoctu obsahu

suSiny a také samotny obsah suSiny, ktery byl pro rybi hydrolyzat stanoven na 87,4 + 0,8 %.

Tabulka 1: Hodnoty pro vypocet obsahu suSiny rybiho hydrolyzatu

Stanoveni| mo [g] m [g] S [%]
1 1,2917 1,1191 86,6
1,2620 1,1091 87,9
1,4280 1,2524 87,7
1,3272 1,1602 87,4
0,09 0,08 0,70

(7,00 Il QUSRI \ O]

6.1.2 Vyhodnoceni obsahu popelovin

Podle kapitoly 5.2.3 byla zaznamendna hmotnost zpopelnéného vzorku a po provedeni
analyzy byla vypocitana hmotnost vzorku pfed spalenim. Déle byla ze dvou paralelnich
stanoveni spocitdna primérna hmotnost pifed a po zpopelnéni a hodnoty byly dosazeny
do vztahu (2). Vypocteny byly také primérné hodnoty a chyby méteni dle vztahti (3) a (4).
Stanoven byl obsah popelovin P. V tabulce jsou zaznamenany hodnoty potfebné k vypoctu
obsahu popelovin a také samotny obsah popelovin, ktery byl pro rybi hydrolyzat stanoven
na 2,41 + 0,01 %. Porovnat miZeme se studii Krasnova a spol., kde analyzovali kolagenni
hydrolyzat z rybiho odpadu. Hydrolyzat obsahoval v % 2,22 + 0,2 popelovin. Hodnoty se
od sebe velmi vyrazné nelisi. [38]

Tabulka 2: Hodnoty pro vypocet obsahu popelovin pro rybi hydrolyzat

Stanoveni| m, [g] mo [g] | P[%]

1 0,0244 | 1,0158 2,40
0,0254 | 1,0503 2,41
0,0249 1,0331 2,41
0,001 0,02 0,01

@ | XN
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6.1.3 Vyhodnoceni pH a ¢irosti roztoku

Stanoveni pH a Ccirosti vzorku bylo provadéno dle kapitoly 5.2.4. Z dvou paralelnich
stanoveni pH a &irosti roztoku byly vypoéitany primérné hodnoty. Cirost roztoku byla
pomoci transmitance stanovena na 2,074, hodnota pH ¢ini 6,435. Ve studii Krasnova a spol.
byl pro pfipravu rybiho kolagenniho hydrolyzatu pouzit odpad zbyly pii zpracovani ryb
a jeho pH bylo niz§i nez v ptipadé¢ naSeho hydrolyzatu, ¢inilo 5,95 + 0,15. Lze ale

konstatovat, ze se od sebe hodnoty vyznamné nelisi. [38]

6.2 Vyhodnoceni ucinkii kolagenniho hydrolyzatu na pokozku

Cilem bakalafské prace bylo zjistit jaké ucinky ma ptidavek kolagenniho hydrolyzatu
v kosmetické formulaci na pokozku pii jeho dlouhodobém pouzivani. Mcfena byla
hydratace, transepidermdlni ztrata vody, pH pokozky a mnozstvi porii a vrasek. Probandky
byly sefazeny abecedn¢ dle pfijmeni a nasledn¢ byly oznaceny ¢isly od 1 do 11.

Charakteristika probandek se nachézi v tabulce 3.

Tabulka 3: Charakteristika probandek dle véku a pouzivané formulace

Oznaceni Vek Zastoupeni | Oznaceni
probandky | probandky | KH v % souboru

1 23 0,5 A

2 22 1,5 B

3 21 1,5 B

4 20 0,5 A

5 21 0,5 A

6 21 1,5 B

7 21 1,5 B

8 21 1,5 B

9 22 0,5 A

10 25 0,5 A

11 22 1,5 B
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6.2.1 Vyhodnoceni u¢inki gelové formulace na hydrataci pokoZzky

Me¢tené hodnoty hydratace pokozky byly ziskany pomoci korneometru CM 825. Sledovana
byla hydratace u 11 probandek. Méfeni pied samotnym pouzivanim formulace je
oznacovano jako prvni, druhé méteni probihalo v poloving celkové doby, tedy po 32 dnech
od zacatku pouzivani. Posledni méfeni je oznaCeno jako 3. a probihalo pfed skoncenim
pouzivani gelové formulace s KH. Méfena byla vzdy prava i leva strana v oblasti o¢niho
okoli. V tabulce 4 jsou zaznamenany praumérné hodnoty hydratace béhem vsech tii méfeni.
Tabulka 5 ukazuje zmény hydratace v obdobi dvou mésicu aplikace pro kazdou probandku.

Data z tabulek 4 a 5 byla graficky znazornéna do sloupcovych grafii (Obrazky 6, 7 a 8).

Tabulka 4: Primérné zmény hydratace pro cely soubor probandek

g Hydratace [k. j.]

356 | Levastrana | Prava strana
= X=*s X+Es

1 63+ 13 64 + 13

2 58+ 6 60+ 10

3 57+ 11 60+ 13

Tabulka 5: Hodnoty hydratace pti kazdém méfeni u kazdé jedné probandky

Hydratace [k. j.]
Oznaceni 1. méfeni 2. méfeni 3. meéfeni
probandky | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana
X*Es X+£s X+ts X+£s X+Es X*s
1 61,4+0,7 53+6 63+3 65,0+ 1,6 49,1 +£0,3 545+1,6
2 629+14 73,0+ 1,2 542 +1,2 46 + 1 47,1 £0,6 46+ 4
3 82,0+ 1,8 73,8+ 1,2 57,5+1,8 46,5+ 1,3 36,9+ 0,4 52,6 £ 0,6
4 80,5+ 1,2 80,4+ 1,3 533+14 58+3 67,4+04 7543
5 56 +7 64 +4 61,5+0,6 62+3 59,8+ 1,6 552+14
6 38+5 46 +3 58,4+ 04 52+2 57+1 70 +£2
7 69 +4 80+2 67,9+1,3 73,4+ 1,7 70,8 £ 0,3 79+ 1
8 67+4 54 +7 52,2+0,9 60 £2 64,0 £ 0,4 49+ 4
9 53+7 51+4 50,6 +1,8 53,8 +0,7 62,6 +0,9 59,7+0,5
10 63+3 53+5 529+1,2 58+1 63,9+ 1,8 72+2
11 56 +11 73+£3 60,6 1,9 76 +4 50,3+1,1 41,1 £ 1,8
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Obrazek 6: Primérné hodnoty hydratace pro cely soubor probandek
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Obrazek 8: Jednotlivé hodnoty hydratace pro kazdou probandku — prava strana
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Soubor probandek vykazoval v priméru hodnoty vyssi nez 45 k. j., Ize tedy konstatovat,
ze soubor vykazoval normdlni typ pleti. Postupné ale v pribéhu meétfeni dochézelo
ke snizovani hydratace tcinky gelové formulace s KH. Celkovy pokles €inil pro levou stranu
10 % a pro pravou stranu 6 %. Pokles ale neni velmi vyznamny vzhledem k primérnému
veku probandek. Mlada plet’ je vice variabilni a také je ovlivnéna okolnimi vlivy. K poklesu
muze dojit napiiklad zménou stravy ¢i pitného rezimu, stresem, ale také menstruaci.
K porovnani vysledkl 1ze pouzit studii vénovanou efektu oraln¢ podavanému kolagennimu
hydrolyzatu na hydrataci kaze. Uzivan byl kolagen rybi po dobu 8 tydnt
60 japonskymi Zenami. Pozit byl hydrolyzovany kolagen vzdy rano v mnozstvi 10 g.

Celkovy narast hydratace na souboru probandek ¢inil 28 %. [39]

Dale je mozno porovnat se studii Prokopovéd a spol. Jednalo se o gelovou formulaci
s ptidavkem 1 % dribeziho kolagenniho hydrolyzatu, ktery byl aplikovan rano i vecer
na oblast o¢niho okoli. Hydratace byla po 8 tydnech zlepsSena na levé stran¢ o 9 %, na pravé

stran¢ o 12 %. [40]

V souboru probandek A doslo k nejvysSimu navysSeni hydratace u probandky 9. NavySeni
hydratace cCinilo na levé strané¢ 18 %, na pravé strané¢ 17 %. Nejhorsi vysledky byly
u probandky 1, hydratace poklesla na levé strané¢ o 20 %, na pravé o 3 %. V souboru
probandek B se u probandky 6 zvySila hydratace na levé strané o 50 %, na pravé o 52 %.
Naopak snizeni hydratace se projevilo u probandky 3. Pokles na levé stran¢ Cinil 55 %,
na pravé strané¢ 29 %. Probandka 6 vykazovala nejvys$i narlst hydratace 1 mezi
1. a 2. m&fenim, hydratace byla navySena o 54 % na levé strané, na pravé strané o 13 %.
Dtivodem je nizkd hodnota hydratace na pocatku meéfeni, jeji pokozku lze puvodné

povazovat za suchou.
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6.2.2 Vyhodnoceni u¢inki gelové formulace na TEWL pokoZzky

Pomoci tewametru TM 300 byly naméfeny hodnoty transepidermalni ztraty vody v pokozce
u 11 probandek. M¢éfeni bylo provadéno na levé i pravé strané o¢niho okoli, kam byla
po dobu dvou mésici aplikovana gelova formulace s piidavkem KH. Méfilo se
pfed zacatkem samotného pouzivani, dale po 32 dnech, a nakonec pied skoncenim
pouzivani, tedy po dalSich 32 dnech, jednotlivd métfeni jsou oznacena Cisly dle ndvaznosti
méieni. Tabulka 6 obsahuje primérné hodnoty TEWLu béhem kazdého méteni. V tabulce 7
jsou zaznamendny zmény TEWLu béhem obdobi dvou mésici aplikace pro kazdou
probandku. Data z tabulek 6 a 7 byla graficky zndzornéna do sloupcovych grafti (Obrazky
9,10all).

Tabulka 6: Primérné zmény TEWLu pro cely soubor probandek

£ TEWL [g/m*/h]

o | Leva strana Prava strana
= X+Es X+Es

1 20+ 7 18+7

2 16+7 14+ 8

3 14+£5 13+6

Tabulka 7: Hodnoty TEWLu pfi kazdém méfeni u kazdé jedné probandky

TEWL [g/m*/h]
Oznaceni 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
probandky | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana
X=*s X=*s X=*s X=*s X=Es X=Es

1 20,7 £0,7 18,5+1,3 | 249+1.9 18,0 £ 0,6 10,5+0.,8 134+1,3
2 204+13 | 244+0,9 16,5+ 0,7 19,3 +1,2 139+1,2 16,5+ 1,8
3 15,6 £0,9 12,6 £ 0,4 154+1,8 6,2+ 1,8 10,9+ 0,9 5,8+0,5
4 10,8 £ 0,8 8,5+0,4 6,1 £0,4 8,7+0,6 8,5+0,4 7,6+0,9
5 31+1 32+6 30+£2 32+£5 26+5 23,6+ 0.4
6 16,2 £ 0,8 17,0+ 1,7 11,4+1,9 12,8+ 1,9 15,5+1,2 18+2
7 19+2 25+4 17,3+ 1,6 95+1,2 20+ 3 112+1,3
8 17,8 £0,5 15,1 £0,5 15,4+1,6 14 +1 11,7+ 1,1 151
9 18,5+1,7 13,7+ 1,1 11 £0,8 13,5+0,9 13£1 11,6 £0,7
10 13,5+1,2 13,9 +0,7 10,7+ 1,1 8,5+0,7 8,0+0,6 7,5+0,7
11 32+3 15,9+0,9 15+1,6 14,2+ 1,7 13,7+ 1,7 14+3
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Obrazek 9: Primérné hodnoty TEWLu pro cely soubor probandek
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Obrazek 10: Jednotlivé hodnoty TEWLu pro kaZzdou probandku — leva strana
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Obrézek 11: Jednotlivé hodnoty TEWLu pro kazdou probandku — pravé strana
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Z grafu pramérnych hodnot TEWL (Obrazek 9) je mozno vyhodnotit, Ze se transepidermalni
ztrata vody v priabéhu méfeni snizovalo, coz bylo zadouci. Dle skaly v kapitole 5.4.2 se stav
pokozky probandek pohybuje v rozmezi dobry az normalni. Vysledky je moZzno porovnat se
studii, ve které byl pouzivany hydrolyzat dribezi. Béhem 8 tydni méteni se TEWL snizil
na levé stran€ o 18 %, na pravé stran€ o 26 %. Soubor probandek pouzivajici rybi hydrolyzat
po dobu dvou mésict vykazoval snizeni TEWLu na levé strané o 30 %, na pravé stran¢
0 28 %. Trvani studie bylo delsi cca o 8 dni, nicméné 1ze uvést, Ze rybi hydrolyzat vykazoval

lepsi ucinky na transepidermalni ztratu vody v pokozce nez dritbezi hydrolyzat. [40]

Nejvyznamnéj$i pokles TEWLu v souboru probandek A, tedy pouzivajicich gelovou
formulaci s 0,5% ptidavkem KH, je pozorovan u probandky 10. Na levé stran¢ se po dvou
mésicich uzivani zménil TEWL o 41 %, na pravé strané¢ o 46 %. Nejhorsi vysledky
ze souboru A naopak vykazuje probandka 4, u které doSlo na levé stran€ ke sniZeni o 21 %,
na prave stran€ o 11 %. V souboru probandek B pouzivajicich 1,5% ptipravek s KH byly
zaznamenany nejlepsi vysledky u probandky 3. TEWL poklesl na levé strané¢ o 30 %,
na pravé o 54 %. Naopak u probandky 6 doslo na levé stran¢ ke sniZzeni o 4 %, na pravé
stran¢ pak dokonce ke zvyseni o 6 %. Déle probandka 6 vykazovala nejvyssi nartist TEWLu
béhem druhého a tfetiho méfeni. Na levé strané Cinil nartst 36 %, na pravé az 41 %.
U probandky 7 ze souboru B doSlo mezi druhym a tfetim métenim k nartistu TEWLu na levé
stran€ o 16 %, na pravé o 18 %. Tato probandka v dotazniku uvedla, ze trpi ekzémem, ktery

mohl byt pfic¢inou takovéto zmeény.
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6.2.3 Vyhodnoceni u¢inki gelové formulace na pH pokoZky

Pro sledovéni zmén pH u 11 probandek v pribéhu dvou mésict byl pouzivan pH metr,

méiena byla oblast aplikace na pravé i levé strané. Jednotliva métfeni jsou oznaCovana dle

navaznosti v pribéhu meéteni jako 1., 2. a 3. V tabulce 4 jsou zaznamenany pramérné

hodnoty hydratace béhem kazdého méteni. Tabulka 5 ukazuje zmény hydratace v obdobi

dvou mésict aplikace pro kazdou probandku. Data z tabulek 8 a 9 byla graficky znazornéna

do sloupcovych grafii (Obrazky 12, 13 a 14)

Tabulka 8: Primérné zmény pH pro cely soubor probandek

\g pH
3o | Leva strana | Prava strana
> X*s X*s

1 5,6 £0,7 5,5+0,6
2 4,9+0,5 4,8+0,5

3 4,5+0,5 4,5+0,5

Tabulka 9: Hodnoty pH pfti kazdém méteni u kazdé jedné probandky

pH
Oznaceni 1. méfeni 2. méteni 3. méfeni
probandky | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana
X X X X X X

1 4,63 5,78 4,13 4,12 4,25 4,44
2 5,57 5,59 4,64 5,01 4,44 4,07
3 5,29 5,39 4,57 4,73 4,08 4,38
4 6,45 4,81 4,75 5,48 3,69 3,37
5 6,13 6,26 4,66 4,42 5,06 5,16
6 6,38 4,85 5,51 5,14 4,43 4,81
7 5,51 4,59 5,24 5,31 5,10 4,70
8 6,41 6,07 5,00 4,50 5,27 4,46
9 4,71 5,64 5,65 4,15 4,30 4,72
10 5,42 5,21 4,50 4,50 4,23 4,64
11 5,11 5,86 4,95 5,06 4,39 4,32
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Obrazek 12: Praimérné hodnoty pH pro cely soubor probandek
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Obrazek 13: Jednotlivé hodnoty pH pro kazdou probandku — leva strana
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Obrazek 14: Jednotlivé hodnoty pH pro kazdou probandku — prava strana
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V celém souboru doslo béhem celého obdobi méteni k snizeni pH, a to na levé strané
0 20 %, na pravé stran¢ o 18 %. Celkové snizeni pH bylo Zadouci. Hodnoty pH u vétSiny
probandek se pohybovaly v rozmezi pH pokozky, tedy od 4,6 do 5,6 a to po cely prabéh
méieni. U probandek 5 a 8 se hodnoty pH na obou stranach o¢niho okoli pohybovaly
nad rozmezim, které je pro pokozku typické. Takto vySsi hodnoty se také vyskytovaly
u probandky 4 a 6 na levé strané, také u probandek 1 a 11 tentokrat na pravé strané.
V pribéhu pouzivani gelové formulce s KH se pH pfiblizovalo spodni hranici vymezeného
rozmezi. U probandky 4 se dokonce pH dostalo k hodnotam 3,69 na levé stran¢ a 3,37 na
pravé strané. Tyto odlehlé hodnoty mohly byt zptisobeny vnéjsimi a individudlnimi faktory.
Samotny kolagenni hydrolyzat vykazoval pH 6,44, samotny karbopolovy gel pH 4,3.
Vzhledem k nizkému piidavku KH do gelové formulace, by mélo byt pH vysledného
produktu blizsi hodnoté 4,3 a mé¢lo by byt tedy bezpecné jeho pouziti na pokozku i oblast
o¢niho okoli. Moznym diivodem pro nizké hodnoty pH na poslednim méfeni mtize byt tedy

pH karbopolového gelu. [41]
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6.2.4 Vyhodnoceni u¢inki gelové formulace na pory a vrasky

Hodnoceni poru

Dalsi métenou vlastnosti kiize béhem aplikace gelové formulace s KH bylo mnozstvi port.

Meéieno bylo pomoci visioskopu, ktery byl piikladan k oblasti o¢niho okolo. Byla vyfocena

fotografie a pomoci programu CK Multi Probe byla provedena analyza. Hodnoty mnozstvi

pora v pribéhu méteni byly zapsany do tabulky 11. Byly vypocitany pramérmé hodnoty

a smeérodatné odchylky, které vypliuji tabulku 10. Primérmné hodnoty 1 hodnoty pro

jednotlivych probandek byly vyneseny do grafti (Obrazky 15,16 a 17)

Tabulka 10: Primérné zmény mnozstvi pért pro cely soubor probandek

g Pory [%]

45 Leva strana | Prava strana
= X+Es X+Es

1 2,9+0,8 2,3+0,7
2 2,4+1,1 2,1+1,4
3 2+1 25+1.2

Tabulka 11: Hodnoty mnozstvi port pii kazdém méteni u kazdé jedné probandky

Pory [%]
Oznaceni 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
probandky | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana
X X X X X X

1 1,4 1,7 2,0 1,2 1,4 1,5
2 1,2 3,0 1,1 1,3 1,5 0,9
3 4,7 2,7 3,5 1,8 0,6 2,4
4 1,7 1,8 3.3 1,8 1,6 2,4
5 23 2,1 1,6 2,9 2,5 1,3
6 1,6 1,4 2,3 1,8 1,7 2,0
7 4,6 2,0 3.3 5,6 2,6 4,1
8 1,2 3,1 0,7 0,8 1,4 1,5
9 6,2 2,3 3,1 33 3,9 3,8
10 3,5 2,0 3,6 1,1 2,8 3,4
11 3,3 3,4 2,4 2,0 3,1 3,9
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Obrazek 15: Primérné hodnoty mnozstvi porti pro cely soubor probandek
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V primérnych hodnotach souboru probandek se na levé strané mnozstvi por snizovalo,
a to o 31 %. Na pravé stran¢ doslo v polovin¢ pouzivani gelové formulace s KH k poklesu
mnozstvi porit 0 9 %, po dalsi poloviné ale doslo k nariistu. Celkové tedy od prvniho métfeni
ke tfetimu doslo k nariistu mnozstvi porit o 9 %. Porovnat vysledky lze se studii, ve které
byl po dobu 8 tydnl 25 Zenami uzivan kolagenni hydrolyzat oraln€. Formulace obsahovala
11 % rybiho hydrolyzatu. Redukce pori Cinila 10% pokles. Na levé strané byly tedy

vysledky lepsi, na pravé stran¢ naopak. [42]

U kazdé probandky byl b&éhem méfeni pozorovan ndrist mnozstvi port. Nejvyssi nartst
mnozstvi pori vykazovala probandka 6. Na levé strané ptibylo 6 % pord, na levé 43 %.
Nejlepsi vysledky miizeme pozorovat u probandky 3, které se stav porti na levé strané zlepsil
o 87 %, na pravé stran€ o 11 %. V celém souboru byl nejhorsi vysledek probandky 7

na prave strang, kde se mnozstvi porti zvysilo o 105 %. Tato probandka trpi ekzémem.

PRED APLIKACI PO 2 MESICICH APLIKACE

Nejlepsi vysledek — pokles o0 87 %

Nejhorsi vysledek — nartist o 105 %

Obrazek 18: Snimky z visioskopu zobrazujici nejlepsi a nejhorsi vysledek ze
souboru probandek
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Hodnoceni vrasek

Posledni métenou vlastnosti bylo mnozstvi vrasek. Visioskop byl prikladan k métené oblasti

a byly pofizeny snimky, které¢ byly nasledn¢ analyzovany softwarem CK Multi Probe.

Vysledné hodnoty mnozstvi vrasek v procentech byla zpracovéana do tabulky 13 a z nich

vytvotrené prumérné hodnoty a smérodatné odchylky, které jsou obsazeny v tabulce 12. Data

byla nasledné¢ graficky

zpracovana jak pro cely soubor probandek jednotlivé,

tak pro primérné hodnoty souboru probandek jako takového. (Obrazek 19, 20 a 21)

Tabulka 12: Primérné zmény mnozstvi vrasek pro cely soubor probandek

% Vrasky [%]

85} Levéa strana | Prava strana
= X*Es X*s

1 14+4 16+3

2 144+19 15+4

3 13+3 14+3

Tabulka 13: Hodnoty mnozstvi vrasek pifi kazdém méfeni u kazdé jedné probandky

Vrasky [%]
Oznaceni 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
probandky | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana | Leva strana | Prava strana
X X X X X X

1 10,6 15,2 14,7 12,3 16,8 14,3
2 16,4 14,6 12,8 17,6 15,0 16,3
3 12,0 11,3 17,1 14,8 10,0 15,3
4 134 15,0 14,9 19,8 9,8 11,7
5 19,0 12,9 17,2 18,8 13,5 9,3
6 16,5 18,1 154 16,4 17,7 13,8
7 7,0 16,4 14,8 11,2 11,0 13,4
8 18,1 16,7 13,9 15,4 12,2 16,7
9 16,0 17,4 11,3 8,2 15,4 13,7
10 15,7 19,0 13,3 20,5 14,2 18,1
11 8.8 16,7 12,7 12,6 11,3 13,1
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Soubor probandek v priméru vykazoval mezi 1. a 3. méfenim pokles mnozstvi vrasek.
Na levé stran¢ ¢ini pokles 7 %, na pravé strané 12 %. Porovnat lze se stejnou studii jako
v piipad¢ vyhodnoceni hydratace a TEWLu. Pouzivana gelova formulace s 1 % dribeziho
kolagenniho hydrolyzatu byla aplikovana na oblast o¢niho okoli rdno a vecer po dobu
8 tydnli. Vysledkem byla redukce vrasek na levé strané o 17 %, na pravé stran¢ o 22 %.
Probandkami této studie bylo 10 Zzen ve véku 50 £ 9 let, v piipad¢ rybiho kolagenniho
hydrolyzatu byly zkoumany Gc¢inky na 11 probandkach ve véku 22 + 2 let. Procentudlné se
vysledky lisi, stale ale byl pozorovan ucinek i na mladé pleti. I piesto, ze nebyl pokles vrasek
tak vysoky jako u studie na zenach vysSiho véku, stale byl pozorovan pozitivni ucinek
na mnozstvi vrasek. [40]

Dalsi porovnani je mozno provést se studii, ve které¢ bylo kazdé rano nala¢no konzumovano
10 g rybiho kolagenniho hydrolyzéatu. Probandkami byly Zeny ve véku 45-60 let. Pokles
mnozstvi vrasek Cinil 24 %. Opét se jedna o lepsi vysledek nez v ptipadé gelové formulace
s rybim kolagennim hydrolyzatem, ktery byl aplikovan na oblast o¢niho okoli u mladych
zen, nikoliv pfijimén jako dopln¢€k stravy u zen starSich. [43]

Jednotlivé probandky vykazovaly velmi riiznorodé zmény mnoZstvi vrasek. V souboru
probandek A byl pozorovan nejlepsi vysledek u probandky 5. Mnozstvi vrasek na levé strané
kleslo 0 29 %, na pravé stran¢ o 28 %. Nejhorsi u€inek byl naméfen u probandky 1, na levé
stran¢ doslo dokonce k nartistu mnozstvi vrasek o 58 %, na pravé strané k poklesu pouze
0 6 %. V souboru probandek B byl pozorovan nejvyssi pokles mnozstvi vrasek u probandky
8. Na levé strané €inil 33 %, na pravé zlstalo mnozstvi vrasek stejné a nebyl tedy pozorovan
ucinek KH. Nejvyssi nartst byl pozorovan u probandky 7 na levé stran¢, kde ¢inil 57 %.

Na prave stran¢ doslo k poklesu o 18 %.
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PRED APLIKACI PO 2 MESICICH APLIKACE

Nejlepsi vysledek — pokles 0 33 %

Nejhorsi vysledek — nartist o 58 %

Obrazek 22: Snimky z visioskopu zobrazujici nejlepsi a nejhorsi vysledek ze
souboru probandek



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

ZAVER

Teoreticka Cast prace se nejprve zabyva kolagenem jakozto soucasti zivych organismi.
Popisuje jeho strukturu a rozdé€luje kolageny dle typii a funkci v téle Clovéka. Dale jsou
rozebrany polymery pouzivané v kosmetickych formulacich, dilezitost je kladena

na kolagenni hydrolyzat. V neposledni fad¢ je uvedena anatomie a fyziologie kiize a jsou

rozebrany metody méteni vlastnosti kiize dilezité pro praktickou ¢ast bakalarské prace.

V praktické ¢asti byl zjiStovan G¢inek gelové formulace s ptidavkem 0,5 a 1,5 % KH na kiizi
a jeji funkcni vlastnosti. Sledovéna byla hydratace SC, transepidermalni ztrata vody
z pokozky, pH kiize a mnozstvi pért a vrasek na souboru 11 probandek, které dlouhodobé
pouzivaly gelovou formulaci s KH v periorbitalni oblasti. Meéteni probihalo pomoci
neinvazivnich metod. Byly téZ provedeny zékladni analyzy pouZzivaného rybiho kolagenniho

hydrolyzatu.

Pozorovan byl negativni ucinek kolagenniho hydrolyzatu na hydrataci stratum corneum.
V celém souboru probandek doSlo k mirnému poklesu, ktery ale nebyl tak vyznamny
z divodu véku probandek. Mladd plet’ je velmi variabilni a vysledky se velmi liily
v pribéhu dvou mésicii pouzivani gelové formulce s pridavkem rybiho KH. Daéle byla
méfena transepidermalni ztrata vody, které byla pozitivné ovliviiovana, tedy snizovana, diky
pouzivani gelové formulace s rybim KH. Skupina probandek vykazovala velmi vyrazny
pokles TEWLu, dokonce lepsi nez v porovnani se studiemi pouZivajici dribezi hydrolyzat.
Hodnoty pH byly béhem pouzivani gelové formulace sniZovany. Snizeni bylo stalé v ramci
rozmezi pH pleti. Mnozstvi port a vrasek se v prubéhu méfeni snizovalo, pokles ale nebyl
velice vyznamny. Hodnoty jednotlivych probandek se velmi lisily. Dlivodem miiZze byt
snimani odlisnych mist pomoci visioskopu, ale také zavislost mladé pleti na okolnich vlivech

jako je strava, pitny rezim Ci stres.

Dokazano tedy bylo, ze gelova formulace s kolagennim hydrolyzatem ma velice pozitivni
vliv na TEWL a pH, nikoliv na hydrataci. Mnozstvi pori a vrasek lze hodnotit jako velice

rozdilné mezi jednotlivymi probandkami.

Nadéle by mohly byt experimentalné zjistovany vlastnosti kolagennich hydrolyzath
v kosmetickych formulacich, které¢ by mohly byt dale distribuovany na kosmeticky trh.
Vyzkum by se mohl déale vénovat vyvijenim formulaci s pozitivnim G¢inkem také na
hydrataci a poskytnout tak kosmetickému trhu kvalitni pfipravek pro zlepSeni vlastnosti

pokozky ptedevsim tedy pro starnouci zeny, u kterych jsou pozorovany lepsi ucinky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ECM
AMK
T

Tq

SC
TEWL

NMF

Extracelularni matrix

Aminokyseliny

Teplota smrsténi

Teplota denaturace

Stratum corneum

Transepidermalni ztrata vody

Natural moisturizing factor
Kolagenni hydrolyzat
Korneometrickd jednotka, jednotka hydratace
Jednotka transepidermalni ztraty vody
Obsah susiny

Obsah popelovin

Aritmeticky pramér

Smérodatna odchylka
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PRILOHA P I: INDIVIDUALNI INFORMOVANY SOUHLAS

-

ALNI INF A LAS

V rdmci realizace experimentélni &asti bakaldfské prace budou na Vadi kai aplikovany riizné
testované vyjrobky. U viech wyrobkli byla posouzena dokumentace z hlediska jejich bezpetnosti.

VEechny zndmé informace o zkoumanych vyrobcich dovoluji testovdni na dobrovolnicich.

Cil studie. Cilem préce je zjistit odezvu Vaii pokoZky na aplikovany pfipravek pomoci exaktné

zmérenych veligin.

Podminky GZasti. Pfed zahdjenim vlastniho experimentu je nutno vyplnit dotaznik (viz. Pfiloha
£ 2). Soutdsti dotazniku jsou Odaje o Vaiem zdravotnim stavu, alergiich, koZnich problémech, o
uZivanych lécich a o dfivéjsi utasti v obdobnych studiich. Na zdkladé& Va3ich pravdivych odpovédi bude

rozhodnuto o GEasti v daném cvifeni.

Metodika testu. Experiment bude provdd&n studentkami bakaléfského studia pod dohledem
kvalifikovanych pracovnikd Ustavu polymer( a Ustavu tukil, tenzidl a kosmetiky a dermatologa.

Pldnovana prace zahrnuje jednordzovy otevieny koini test (epikutdnni test na vnitfni strané pfedlokti).

Odstoupeni z laboratorni préce. Z price je moZno odstoupit pfi vyskytu zdvaingjSich potiii po
dohodé s vedoucim bakalarské price.

Rizika a nepfijemnosti. BEéhem price miie dojit k podraZdéni odpovidajici lehkému pfipaleni
sluncem. Misto aplikace mibie zriiovét nebo ziervenat, dofasné pdlit, svédit nebo se wysudit,
Mejsilngji ofekdvanou reakci je zrudnuti, které miZe byt doprovizeno mistnim otokem. Nejsou
ofekiviny Faddné trvalé ndsledky.

Jméno a Piijmeni;

Datum: Podpis:



PRILOHA P II: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI

NiK PRO UCASTNI
Iméno:
Pfijment:
Viék:
Pohlavi:

Evidentni gislo:

Pouze pro Zeny

i

Jste: ano | ne
i Jict
Dopliiujici idaje

Zdravotni stav:

pouivate pravidelng | iv phiprave

pro léébu kitke
pouzivite pravidelné jakékoliv léivo
(na piedpis, &i volné prodejné)
 alergiim
navitévujete v soufasné dobé 1ékafe  # koZnim
kviili: problémiim
e 2 jiného divodu
miite néjaké jiné zdravotni poliZe
Ulast v daldich studiich

Studie:
Er:astnii[n} )ste s¢ nékdy kozniho testu

Datum posledni studie:

ucéastnite se v soutasné dobé jiné studie
h_jalnt:’:h«::nluﬂ.:nli'l.-' druhu




Soutasny zdravotni stav

\'&1%!: seu Vis r_lznl:

ekzém

rakovina kuze

jiné koZni problémy a onemocnéni
Jizvy, matefska znaménka, jiné vady kilke v misté testu
zarudnuti kitke po slunéni nebo z jiného ditvodu v misté testu . 7l
astma vyZadujici denni prijem 1éka S a
jiné chronické respiratni onemocnéni

diabetes vyzadujici 1éfbu inzulinem I
onemocnéni imunitniho systému |

Zdravotni stav v minulosti
Prodélal(a) jste: - ano |ne
lé¢bu maligniho nadoru v poslednich 6 mésicich

UZivani 1éki

Berete i poulivite pravidelné: ano |ne |jaké
prnhznndw@ iZE (napf. aspl'n'n. |'DT:;m>f:n. hydrokortizon,

ncho jiné steroidy)

imunosupresivni léky (napf. cyklosporin A) |
jiné léky |
Alergologicki 1é&ba

Probihd u vis v soutasné dobé: lano [ne |jakd I

Gostall ste posiodnf d&vica behem minulEho I g
oéekdvate dalil divky v pribéhu studie ————
Alergie
Projevila se u vis nékdy alergic na: llEﬁkllih!:

ergenty a éistic ¥

kosmetické pfipravky a viiné parfémi

pripravky do koupele a na myti (3ampdn, mydlo)
plet'ové krémy a mléka, lotiony

antiperspiranty a deodoranty

leky

iné materidly
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