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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zaméfuje na kolagenni hydrolyzat a jeho vyuziti v kosmetice.
Kolagenni hydrolyzaty byly charakterizovany, u€innost enzymatické hydrolyzy byla vyssi
pti ptipravé KH z kutecich zaludkl. Susina vSech kolagennich hydrolyzat byla vyssi nez
molekulovou hmotnost vykazoval kapii kolagenni hydrolyzat. U kapiiho hydrolyzatu byla
také pozorovana nejvyssi antioxidacni aktivita. Pfipravené emulzni formulace nebyly
zhodnoceny jako mikrobiologicky bezpecné. Gelové formulace byly naopak oznaceny za
bezpecné z mikrobiologického hlediska. U gelovych formulaci byl pozorovan pozitivni vliv
na TEWL, zatimco emulzni formulace pozitivné ovliviiovaly hydrataci. Senzorické analyza
ukézala na rozdily mezi vzorky z hlediska vSech sledovanych znaki. Pfidavek kolagenniho

hydrolyzatu ovliviioval viskozitu.

Klicovéa slova: enzymatickd hydrolyza, kolagenni hydrolyzat, kosmetické formulace,

hydratace, transepidermalni ztrata vody, senzorickd analyza, viskozita

ABSTRACT

This thesis focuses on collagen hydrolysate and its use in cosmetics. Collagen hydrolysates
were characterized, the efficiency of enzymatic hydrolysis was higher for hydrolysis of
chicken stomachs. The dry weight of all collagen hydrolysates was higher than 90%. Deer
KH contained the lowest amount of ash, whereas carp KH contained the highest amount.
Carp collagen hydrolysate had the lowest molecular weight. The highest antioxidant activity
was also observed for carp hydrolysate. The prepared emulsion formulations were not
evaluated as microbiologically safe. The gel formulations, on the other hand, were found to
be microbiologically safe. The gel formulations were observed to have a positive effect on
TEWL, while the emulsion formulations had a positive effect on hydration. Sensory analysis
showed differences between the samples in terms of all observed traits. The addition of

collagen hydrolysate influenced viscosity.

Keywords: enzymatic hydrolysis, collagen hydrolysate, cosmetic formulations, hydration,

transepidermal water loss, sensory analysis, viscosity
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UvVOD

Kolagen je jakozZto nejrozsifenéjsi bilkovina savcl nepostradatelny. Hraje zasadni roli pfi
zajistovani strukturalni podpory riiznych tkani a organii v lidském téle. Zajist'uje jejich
pevnost a pruznost. Mimofadna biokompatibilita kolagenu z néj ¢ini ideédlni latku pro
1ékai'ské implantaty a kosmetické piipravky, ¢imz je minimalizovéano riziko nezadoucich
reakci. Kolagen navic vykazuje pozoruhodny regeneracni potencial, urychluje obnovu tkéni
a hojeni ran a zaroven minimalizuje tvorbu jizev. Jeho zvlhcujici vlastnosti mu umoziuji
ptitahovat a udrzovat vlhkost, coz z n€j ¢ini vyhledavanou slozku v ptipravcich péce o plet’,
které si kladou za ukol udrzeni hydratace a pruznosti pokozky. Vsestrannost kolagenu navic
pfesahuje tradi€ni pouziti a nachdzi uplatnéni jak ve funk¢nich potravinach, tak
farmaceutickych piipravcich ¢i scaffoldech pro tkanové inzenyrstvi. Pravé jeho
pozoruhodné vlastnosti jiz dlouho zajimaji védce a vedou k rozsdhlému zkoumani jeho

vyuziti v riznych oblastech od potravinafstvi az po biomedicinu.

Jako jeho nejptivétivejsi forma z hlediska kosmetickych aplikaci se jevi jeho hydrolyzat.
Cesta k vyuziti potencialu kolagenniho hydrolyzatu zacind jeho piipravou, coZ je proces,
ktery nejcastéji zahrnuje enzymatickou nebo chemickou hydrolyzu surovin bohatych
na kolagen. Suroviny pro vyrobu kolagenniho hydrolyzatu jsou zivocisného ptivodu,
zkoumany jsou ale také rostlinné zdroje proteini, které by vykazovaly vlastnosti podobné
kolagenu. Z hlediska surovin je dllezitd zasada cirkuldrni ekonomiky, diky které jsou
vyuzivany odpadni zivo¢isné suroviny praveé bohaté na kolagen. Kazdy ze zdroju kolagenu
ma své vyhody a vyuZiti nachéazi v riznych odvétvich primyslu. Hovézi a veprovy kolagen
jsou Casto vyuzivany ve farmacii a potravinaistvi. DribeZi a rybi kolagen nachazi Castéji
uplatnéni v kosmetickém primyslu, ale vyuzivany jsou i v potravinarstvi. Jako alternativa
pro specifické preference (halal ¢i koser) se nabizi vyuziti koryst, medaz a dal§ich moiskych
zivocichd, tento kolagen je oznacovan jako motsky. Optimalizaci vyrobniho procesu lze

ziskat kolagenni hydrolyzaty s poZadovanymi funk¢énimi vlastnostmi.

Ptredevsim v kosmetice je kolagenni hydrolyzat cenén pro svou schopnost zvySovat jeji
hydrataci, a tim padem 1 omlazovat plet a bojovat tak proti jejimu starnuti. Nizka
molekularni velikost kolagenniho hydrolyzatu umoznuje jeho prostup pokozkou a podporuje
syntézu kolagenu, kterd nasledné zlepsi strukturu a pruznost pokozky. Navic piisobi jako
silny hydratacni prostfedek, zabranuje ztraté vlhkosti a udrzuje hydrataci pleti. Diky svym

schopnostem, jako je hojeni ran ¢i kompatibilita s riznymi ptipravky, slouzi hydrolyzat
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kolagenu jako vSestranna a G¢inna slozka, kterd uspokojuje poptavku po ptirodnich feSenich

péce o plet.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOLAGEN JAKO SUROVINA

Kolagen lze zatadit mezi proteiny a z jejich celkového mnozstvi tvoti 25 %. M4 svou vlastni
rodinu proteini, vramci které se kazdy jeden liSi charakteristikou a molekularni
i prostorovou strukturou. Tyto rozdily jsou vysledkem rozdilnych post-translacnich
modifikaci. Celkem je v dne$ni dob& znamo 29 typi kolagenli a oznacuji se fimskymi
Cislicemi. V nejvétsi mife je kolagen obsazen v extracelularni matrix (ECM) neboli
mezibunéné hmoté savcu. Je také stavebni jednotkou kuze, kosti, kloubt, Slach, cév
a dalSich organt. Jeho biosyntéza je velice slozitym a vicestupfiovym procesem, ktery
probihd uvnitt 1 vné bunky. Zac¢ina transkripci genetické informace na jadie buiky, nasledné
ptechazi na polyribozomy endoplazmatického retikula (ER), kde dojde k translaci genetické
informace. Vysledkem je vznik prokolagenu, ktery ma ve své struktuie fragment signalniho
peptidu, ktery slouzi k identifikaci a k dopravé molekuly polypeptidu na spravné misto v ER.
Struktura prokolagenu obsahuje také termindlni fragmenty, které se nachazeji na koncich
polypeptidového fetézce a zajiStuji spravnou tvorbu a-Sroubovice a také zabranuji
pfedcasnému vzniku fibril. Prokolagen je nej€astéji preméiovan na kolagen typu I nebo III

[1].

1.1 Vlastnosti a struktura kolagenu

Fyzikalné-chemické vlastnosti kolagenu jsou vysledkem jeho molekularni struktury. Jednou

vvvvvv

a je podpotena jeho strukturou a také sitovanim.

Specificka aminokyselinovd sekvence Gly-X-Y je typicka primarni struktura kolagenu.
Glycin je tedy nejvice zastoupenym a objevuje se jako kazda tfeti aminokyselina (AMK).
Na mistech X a Y se nejcastéji vyskytuji prolin (Pro), hydroxyprolin (Hyp), ale mize
se objevit také lysin (Lys), hydroxylysin (Hyl), alanin (Ala), kyselina asparagova (Asp),
kyselina glutamovéa (Glu) ¢i arginin (Arg). Zakladni strukturni jednotkou kolagenu
je tropokolagen. Jedna se o a-helikalni levoto¢ivou molekulu, ktera je tvofena tfemi
polypeptidovymi fetézci, které jsou ksobé vazany pomoci elektrostatickych sil
a vodikovych mustk. Agregaci jednotlivych fibril dochdzi k sitovani neboli tvorbé
kovalentnich ¢i nekovalentnich vazeb mezi jednotlivymi vldkny a vznikd nadmolekularni

struktura kolagenu. Na Obr. 1 je uveden popis jednotlivych struktur kolagenu [1] [2].
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Obrazek 1 Struktura kolagenniho vldkna [3]

1.2 Funkd¢ni vlastnosti kolagenu a Zelatiny

Zelatina vznika zahiivanim kolagenu ve vodném prostiedi, ke strukturalnim a fyzikalng-
chemickym zménam dochézi pii teploté cca 60 °C. Ptesnéji dochazi ke Stépeni piicnych
kovalentnich vazeb mezi jednotlivymi fibrilami, nasledné¢ molekula kolagenu denaturuje
a vneposledni tadé jsou hydrolyticky Stépeny peptidické vazby mezi polypeptidy.
Makroskopicky se tento piechod projevi smrsténim kolagenniho vlédkna. Z hlediska AMK
sloZeni je Zelatina velmi Cistou formou kolagenu, neni zde ale pfitomna esencialni AMK
tryptofan (Trp) a neesencialni cystein (Cys). Je zbavena nevlaknitych bilkovin, tukt
a mukopolysacharidfi. V podstat€ se jedna o castecné hydrolyzovany kolagen o molekulové
hmotnosti v rozmezi od 20 kDa do 250 kDa. Zakladnimi vlastnostmi kolagenu a Zelatiny
je schopnost botnani a rozpousténi. Pro zelatinu je zakladni vlastnosti pfechod sol—gel
ve vodném prostiedi, ke kterému dochdzi pti 28 °C a pti 34 °C dojde naopak k pfechodu

gelu v sol. Dalsi jejich vlastnosti 1ze rozdélit do dvou skupin. [4]

Prvni z nich jsou vlastnosti spojené s jejich gelovaténim a mezi né lze zatadit tvorbu gelu,

zahustovani a schopnost vazat vodu. Pravé tyto vlastnosti jsou vzajemné propojeny a jsou
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zavislé na struktufe, molekulové hmotnosti a teploté systému. Béhem gela¢niho procesu
kolagenu dochézi k agregaci jeho molekul a tvorbé fibril vlivem iontové sily, pH a teploty.
Béhem tzv. lag faze dochazi k nukleaci primarnich agregati (dimery a trimery molekul
kolagenu). Nasleduje proces agregace postrannich fetézct mikrofibril, ktery je dokoncen
dosazenim rovnovahy. V ptipad¢ gelace zelatiny nedojde systém do rovnovahy. Oba tyto
procesy jsou termoreverzibilni, ale v opacném sméru, kolagenové gely taji snizovanim
teploty, zatimco ty Zelatinové zvySovanim teploty. Retdzce kolagenu a Zelatiny mohou
ve vodnych roztocich tvofit matrice schopné botnani a jsou oznacovany jako zelatinové
hydrogely. Tyto hydrogely jsou hydrofilni, ve vodé nerozpustné a po nabotnani jsou schopné
si udrzet svij tvar. Pti t€chto procesech jsou vyuzivana rizna sitovaci ¢inidla jako naptiklad

glutaraldehyd [5].

Druhou skupinou se oznacuji vlastnosti spojené s jejich povrchovym chovanim. Zde patii
schopnost tvorby a stabilizace emulzi a pén, adheze a koheze, ochrannéd funkce koloidu
a schopnost tvorby filmu. Povrchové vlastnosti jsou zavislé na piitomnosti nabitych skupin
v postrannich fetézcich proteinli a hydrofilnosti ¢i hydrofobnosti pfitomnych AMK.
Hydrofilni i hydrofobni ¢asti AMK maji tendenci migrovat smérem k povrchu vodnych
systému, ¢imz meéni povrchové napéti na rozhrani fazi. Tvorba a stabilizace emulzi a pén je
zavisla na koncentraci proteinu a jeho molekulové hmotnosti. Nerozpustny nativni kolagen
o vysoké molekulové hmotnosti vykazuje nizsi schopnost tvorby a stabilizace emulzi a pén
neZ kolagen hydrolyzovany, ktery je rozpustny. MoZnosti vyuZiti Zelatinovych filma jako
obalového materialu jsou sniZeny hygroskopicitou Zelatiny, jelikoZ pfi kontaktu s vlhkosti
dojde k jejich rozpusténi. Resenim by mohlo byt vyuZiti Zelatin v kombinaci s biopolymery,
naptiklad lipidy, izolaty sojovych proteinii, polysacharidy (gellan, konjakovy
glukomannan), hydrofobnimi ¢i hydrofilnimi zmé&kcovadly, syntetickymi polymery
¢i sitovacimi €inidly. Obecné zavisi schopnost tvorby filmu a jeho mechanické vlastnosti na
distribuci molekulovych hmotnosti a aminokyselinovém sloZeni, tedy na plvodu Zelatin

¢1 kolagenu [5].
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1.3 Biomedicinské aplikace kolagenu

Kolagen nachazi vyuziti pti 1écbé kloubnich ¢i koznich potizi. Z ptirodnich bilkovin
ma nejvetsi potencial pro 1éCbu Slach. V dnesni dobé jsou na trhu dostupné komercni
ptipravky ve formé kolagenovych peptidi, geld, masti, masek ¢i dokonce pletovych vod,

jejichz ucinkem je zlepSovat stav poskozenych télesnych tkani [6].

1.3.1 Kardiologické aplikace

Kolagen je soucasti srde¢ni tkanég, presnéji endokardu, ktery tvoii vystelku srdce a srdecnich
chlopni. N¢které studie prokazaly, Ze s pribyvajicim vékem dochdzi ke zvySovani mnozstvi
kolagenu a srdce se stdva uzavienéjSim a méné pruchozim pro krev. ZvySené mnozstvi
srde¢ni tkadné se ale mlze objevit i u mladych lidi, s ¢imz jsou spojeny zdravotni problémy.
V dnesni dobé je kolagen pouZzivan jiz pti prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni, jako
je napftiklad infarkt ¢i cukrovka. Dod4avanim kolagenu do téla dojde ke zvySeni pruznosti
stény myokardu. V kardiologii jsou také vyuzivany kolagenové implantity obsahujici
gentamicin. Pro diagnézu fibrozy myokardu jsou vyuzivany i bio-markery na bazi kolagenu

[6].

1.3.2 Aplikace pri hojeni ran

Proces hojeni ran zahrnuje nahrazovani poSkozenych tkani nové vytvofenymi tkanémi.
Zdrava ktze slouZi jako bariéra proti poskozeni vnéj$im prostfedim, kdyZ dojde k poskozeni
této bariéry, je spusténa sekvence biochemickych dé&jii vedoucich k obnové tkani. Tyto
biochemické dé¢je 1ze oznacovat jako hojeni ran a u kiize ¢lovéka se skldda tento proces ze
Ctyf na sebe vzijemné navazujicich fazi, homeostatické, zanétlivé, proliferacni
a remodelacni. PéCe o ranu urychluje jeji hojeni a zabraiiuje opakovanym poranénim
¢i infekcim. Ptidavek kolagenu napiiklad v obvazech na popaleniny zplsobi vytvoreni nové

zdravé granulac¢ni tkané a dojde tak k rychlejSimu zahojeni [6].

1.3.3 Aplikace v tkanovém inZenyrstvi

Tkanovym inZenyrstvim se rozumi lékatsky obor inzenyrstvi, ktery vyuZiva kombinaci
bunék, organické chemie, materialovych procest a inZenyrstvi. Jeho cilem je nahrazovat
poskozené ¢i ztracené tkan€ za zivé tkan€ nove vybudované. Syntetické zdroje nevykazovaly
pozitivni U¢inky a ztohoto divodu je vyzkum zaméfen piedevSim na piirodni zdroje,
nejcastéji biopolymery, mezi které se fadi i kolagen. Biomateridly na bazi kolagenu jsou

v poslednich letech hojné prozkoumévany, 1ze z nich sestavovat hydrogely s buitkami, které
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jsou znamé pod nazvem bioinkousty. Pro Zivotaschopnost bunék v takovych materidlech
je velmi dilezitd koncentrace kolagenu, kterd také nésledné ovliviiuje modul pruznosti.
Vyhodou je nulovad cytotoxicita. Z divodu lepSi biokompatibility a bunééné adheze
je v dnesni dobé castéji vyuzivany hydrolyzovany kolagen. Moznosti jsou také kombinace
kolagenu s dal$imi biopolymery jako je naptiklad chitosan, kyselina hyaluronova, fibrinogen
¢i alginat. Kolagen je vyuzivan v rdmci mnoha obord tkanového inzenyrstvi. V rdmci
klinickych studii byl testovan pro regeneraci perifernich nervi. Scaffoldy na bazi kolagenu
typu I nabizeji uziteCnou strategii pro obnovu a opravu pojivovych tkani. Pro obnovu kosti
je ve formé scaffoldd, které napodobuji pfirozenou ECM, vyuzivan kolagen v kombinaci
s nano-anorganickymi materialy. V zubnim l€kafstvi je vyuzivan vstiebatelny kolagen
ke kontrole krvéaceni ¢i oSetfovani ran v dutin€ Ustni, zabrafiuje migraci epitelu a umoziuje
regeneraci bunék. Pfi 1é¢bé rohovky je zkouman Uc¢inek nanostrukturované matrice na bazi
kolagenu, chitosanu a kyseliny hyaluronové. Vyuziti nachdzi také v oblasti estetické
chirurgie k redukci vrasek, které jsou jim injekéné vypliovany. Obecné je jeho velkou
vyhodou, pro biomedicinské aplikace, vhodnd stabilita a pevnost spole¢né se schopnosti
sitovani. Nevyhodou miize byt omezené samostatné pouziti, vyssi cena z diivodu naro¢nosti

jeho vyroby, pomérné vysoka hydrofilita ¢i enzymaticka degradace [6].

1.4 Potravinarské aplikace kolagenu

Vyuziti v potravinaiském primyslu nachazi kolagen diky svym strukturdlnim, fyzikalné-
chemickym a biologickym vlastnostem. Jsou vyuZzivany ke zlepSeni nutri¢nich hodnot,
zvySeni stability, konzistence €1 pruznosti. Naptiklad v masnych vyrobcich jako jsou pastiky
nebo parky je vyuZivan kolagen ¢i zelatina ke zlepSeni emulgacni stability, pruZnosti,
pevnosti a schopnosti vdzat vodu. U jogurtli je Casto vyuzivana Zelatina zryb, ktera
zabraniuje shlukovani syrovatky a zvySuje viskozitu. Ve zmrzlinach a pénach snizuje
pridavek zelatiny povrchové napéti a usnadiluje vznik pény a zlepSuje jeji stabilitu.
Pti ptipravé cukrafskych vyrobki je Zelatina jednou z nejvyuzivanéjSich surovin, ktera
ovliviiuje vzhled, texturu a stabilitu. Je nedilnou soucédsti gumovych bonbonili a Zzelé.
U napojt, jako jsou naptiklad dzusy, pivo ¢i vino, nachazi své uplatnéni pii odstranovani
zakalu a zvySuje tedy atraktivitu vyrobkt. V pekdrenskych vyrobcich Ize vyuzit Zelatinu pro
zlepseni struktury a textury [7].
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1.5 Kolagen v kosmetice

V kosmetickém prumyslu je kolagen velice zajimavou surovinou, pfedevSim z hlediska
svych vlastnosti, mezi kterymi lze urcit¢ zminit biokompatibilitu, biodegradabilitu, dale pak
také fakt, Ze neni toxicky. Radi se také mezi pfirodni humektanty a moisturizery, a to kviili
své schopnosti vazat vodu. V produktech kosmetické péce tedy slouzi ke zvyseni hydratace
a na kzi ma zvlhcujici uéinky. Dale vykazuje filmotvorné ucinky, diky kterym dochazi
ke snizeni transepidermalni ztraty vody (TEWL) a vytvoteny okluzni film udrzuje pokozku
rozjasnénou a hladkou. Pro vSechny tyto vlastnosti neni vyuzivan pouze v pecujici pletové
kosmetice, ale také v pripravcich v péci o vlasy a télo. Ve forme hydrogelu pak ¢asto nachazi
uplatnéni v maskéch na oblicej, ¢imz by mélo dojit k obnove pruznosti pokozky a zlepSeni
stavu pleti z hlediska jejiho starnuti. Mze byt také vyuzivan jako zahust'ovadlo, jeho vysoka
cena je ale zna¢nou nevyhodou, proto je v tomto ptipad¢ Castéji vyuzivana jeho levngjsi

forma, tedy Zelatina [8].

1.5.1 Zdroje kolagenu

Diive byly nejvice vyuzivanym zdrojem kolagenu a Zelatiny savci, pfesnéji hovézi, vepioveé
a drubezi vedlejsi produkty vznikajici pfi porazce zvifat (jate¢ni odpady). Napiiklad
u drubeze tvoii odpady az 35 % hmotnosti zvifete. Obecné maji tyto produkty vysokou
nutriéni hodnotu a obsahuji velké mnoZzstvi kolagenu. Z hlediska ochrany Zivotniho prostfedi
se jednalo o vybornou cestu, jak snizit mnoZstvi odpadu pochézejiciho z koZedélného
pramyslu nebo produkce masnych vyrobkd. S témito zdroji ptfichazi ale jistd nevyhoda
mozné nakazy zvitat, které jsou nasledné pienosné na Clovéka (zoondzy — Creutzfeldtova-
Jakobova choroba, nemoc Silenych krav). Z tohoto diivodu byly hledany dalS$i mozné zdroje
a jednim z prvnich byl tzv. motsky kolagen, jehoZ zdrojem jsou mofi$ti Zivo¢ichové. Prvnimi
organismy studovanymi z hlediska kolagennich struktur byly motské houby Chondrosia
reniformis a Ircinia. Dale byly zkoumany i rostlinné zdroje ¢i mikroorganismy.
Ze studovanych organismt byl jednim z nejvice podobnym savéim zdrojim kolagen ziskany
zmeduzy, kterd je jim z 60 % tvofena. Tento kolagen ale vykazoval nizky obsah
hydroxyprolinu, coz mélo vliv na snizeni denaturacni teploty. Z moiskych zivocichti jsou
ale nejslibn¢j$im zdrojem ryby, které jsou tvoreny kolagenem ze 75 %. NejcCasteji
zpracovavanou ¢asti jsou kize, ze kterych je ziskdvan predev§im kolagen typu 1. Lze ale

vyuzit i kosti, hlavy, Supiny, ploutve a vnitinosti. Jako zdroj kolagenu typu II mohou slouzit



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

chrupavky. Nejvyssi mnozstvi kolagenu poskytuje kapr stiibtity, ropusnice hnéda, treska

obecna a tilapie [8].

Obecné u zivocisnych zdroji zavisi na véku konkrétniho organismu, protoze rozpustnost
ziskaného kolagenu se v Case snizuje, jelikoz roste pocet pticnych vazeb. Z tohoto diivodu
je nutné urcit vlastnosti potencialnich zdrojii kolagenu pro jejich spravny ucinek a vyuziti

18],

1.5.2 Metody extrakce

Zpuisoby ziskavani kolagenu z piirodnich zdrojii jsou rtizné. Casto tento proces sestiva
ze tii krokd, pfipravy, extrakce a regenerace. Dle pouzité extrakce je pak vysledny kolagenni
produkt rozpustny v kyseling, v neutralni soli nebo v pepsinu. U mladych organismi postaci
extrakce neutrdlni soli, jelikoZ je zde nizky stupeni zesitovani kolagenu. Ziskany material
je nasledné Cistén pomoci dialyzy, sraZeni a odstted’ovani. U starSich organismi, kde je
kolagen jiz pomérné zesitovany, a tedy méné rozpustny ve vodé, je tieba vyuzit extrakci
kyselinou, kterd je mnohonasobné¢ uc¢inngjsi. Pouziva se kyselina octova, chlorovodikova
¢1 mlécna. Nejcastéji vyuzivanou surovinou pro extrakci kolagenu je rybi kiize, jakozto
odpadni surovina. Proces za¢ina rozemletim vstupni suroviny, pfidanim alkalického roztoku
a michanim po dobu 24 hodin, diky ¢emuz dojde k odstranéni nekolagennich bilkovin.
Nasleduje promyvani na situ z diivodu odstranéni mechanickych necistot. Dal§im krokem
je michani po dobu 24 hodin s kyselym roztokem, nasledné¢ odstfed'ovani a sbér
supernatantu. Zbylé pelety jsou znovu michény s kyselym roztokem, nasleduje odstied’ovani
a dalsi frakce supernatantu je sbirana. Vysledny produkt je rozpustny v kyselin€. Déle miize
proces probihat dvéma zplisoby. Prvni mozZnosti je opakovat michéni po dobu 24 hodin
s pepsinem, odstfedéni a sbér supernatantu, ktery je ndsledné michan s alkalickym roztokem.
Poté je suspenze supernatantu rozmichana v pufru o urc¢itém pH tak, aby vysledné pH bylo
rovno 7,4. Nasledné je tato suspenze dialyzovana ve stejném pufru a dale je odstfedéna.
Pokud jsou ziskané kolagenni produkty jiz vyslednym produktem, je zapotiebi jej vysusit,
casto je vyuzivana lyofilizace. Druhou moznosti je vynechat michani s enzymem a pfiejit

rovnou k michani s alkalickym roztokem. Tento zpiisob je rychlejsi, ale neni tak G¢inny [8].
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1.5.3 Typy kolagenii v kosmetice

V kizi je nejvice obsazen kolagen typu I, objevuji se zde ale také typ IIl a V. Tyto typy
kolagent jsou nejvice zastoupeny také v motském kolagenu, proto se jedna o nejvice zadany
kolagen v kosmetice. Jeho nevyhodou je ale nizka teplota denaturace, diky které
ma omezena pouziti. Proto je Castéji vyuzivana jeho hydrolyzovana forma, kterd je odolnéjsi

vuci vysokym teplotam, naptiklad pii emulzifikaci [8].

1.5.4 Modifikace kolagenu a jeho smési s dalSimi slozZkami

Castou modifikaci kolagenu je sitovéani, diky kterému je zvysena odolnost viiéi vysokym
teplotdm. Sitovani lze provadét fyzikalné, chemicky i biologicky. Chemickymi sitovacimi
¢inidly dojde k interakci s aminoskupinami a karboxylovymi skupinami a vytvoii se
chemicka vazba. VyuZivan je naptiklad glutaraldehyd, karbodiimid (EDC), N-
hydroxysuccinimide (NHS), chitosan nebo dialdehyd Skrobu (DAS). Jako nejucinngjsi
se ukazal glutaraldehyd, ktery ma slibné vyuziti v tkanovém inzenyrstvi. Dialdehydicky
Skrob je pripraven ze Skrobu a kyseliny jodisté a vykazuje biologickou odbouratelnost
a antivirové vlastnosti spolecné s nizkou toxicitou. Z kolagenu v kombinaci s fibroinem
a chitosanem, ktery byl sitovany pravé DAS, byl vytvofen scaffold pro kostni tkan.
Chitosanem sitovany kolagen nalezl uplatnéni pfi podpotfe ristu chondrocytd. Matrice
kolagen/chitosan sitovana EDC-NHS a 2-morfolinoetansulfonovou kyselinou (MES) byla
vyuzita pro uméla jatra. Mezi fyzikdlni metody sitovani lze zafadit ozafovani, suSeni
¢1 zahfivani, jejich velkou vyhodou je fakt, Ze nezplsobuji potencidlni poSkozeni tkané
pacienta. Stabilizace materidli miiZze byt provadéna také pomoci enzymi, napiiklad
lysyloxidazy. V sou€asné dob¢ je vyuzivana mikrobidlni transglutamindza (MTG), ktera
zlepSuje fyzikalni vlastnosti materialti na bazi bilkovin a také zivotaschopnost fibroblasti,
aniz by naruSovala strukturu kolagenu. Vytvareni smési je dulezité z hlediska tvorby filmu.
Vyuzivén je napiiklad polyvinylpyrrolidon (PVP) a polyvinylalkohol (PVA), které s nim
vytvaii vodikové vazby. Casty je také piidavek chitosanu, fibroinu, elastinu, keratinu

¢1 kyseliny hyaluronové [8].
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2 KOLAGENNI HYDROLYZAT

Hydrolyzovany kolagen je piipravovan hydrolyzou. Jednd se o formu kolagenu s nizsi
molekulovou hmotnosti, nez ma ve své nativni formé€. Molekulovd hmotnost nativniho
kolagenu se pohybuje okolo 300 kDa a béhem hydrolyzy dojde ke sniZzeni desetkrat
az stokrat. V podstaté se jedna o formu bioaktivnich peptidi, kdy ptivodni kolagenni vldkno
je Stépeno na mensi useky. Diky této upravé je hydrolyzovany kolagen 1épe stravitelny,
vstfebatelny a rozpustny. Vstupni surovinou miize byt zviteci kolagen, castéji je pouzivana
jiz ptipravend Zzelatina. Jedna se totiz o levngjsi variantu, pii které nemusi byt pouzity

specialni kolagenazy, které jsou finan¢n¢ naro¢né [9].

2.1 Vyuziti

Velmi Casté je vyuziti hydrolyzati kolagenu v potravindiském priamyslu. Jsou dodavany
jako tzv. natravené bilkoviny a obsahuji jejich $tépné produkty. Nejhojnéjsi vyuziti nachazi
jako kofenici smési, kde je jejich funkei zlepsit chut, aroma a vyzivovou hodnotu. Hlavni
slozkou je kyselina glutamova. Dale mohou v potravinaistvi slouzit jako nahrada suseného
mléka v masovych emulzich. Lze je také vyuzit k regulaci viskozity ovocnych napoji nebo

jako nosice antioxidantt [10].

Pokud je piivodni kolagen hodné rozstépen, mize byt vysledny kolagenni hydrolyzat
o molekulové hmotnosti do 800 Da vyuzit pro vyrobu tenzidi. Hydrolyzaty jsou
kondenzovany s chloridy mastnych kyselin (pozdé&ji s alkylsulfochloridy, alkylsulfokyseliny
a podobnymi latkami) a vznikaji tenzidy lameponového typu, které vykazuji dobrou
povrchovou aktivitu, vysoké detergencni schopnosti, nizkou kozni drazdivost a schopnost
tvofit pénu. Slouzi jako piisady do pracich praskl, Samponli ¢i jinych kosmetickych

ptipravku (KP) [10].

V zeméd¢lstvi jsou hydrolyzaty kolagenu vyuzivany jako ristové stimulatory (hnojiva).
Jejich vyhodou je obsah mikroelementt (Cu, Zn, Mn, Mo, Ti atd.) podporujicich rist rostlin,
vykazuji povrchové aktivni vlastnosti, omezuji smyvani z povrchu rostlin, jsou ekologicky
nezavadné a netoxické, umoznuji tvorbu reprodukcnich organti rostlin a usnadnuji piijem
a distribuci mineralnich zivin. Mohou byt v kapalné ¢i pevné formé. Ty kapalné se pouzivaji
k aktivizaci ristu obilnin, zeleniny, rostlin, travnikfi, chmele ¢i fepky. Mimo jejich podporu
ristu maji také kladny vliv na pidni vlastnosti, jelikoZ jsou schopné aktivizace pldni
mikroflory. Pevné ristové stimulatory jsou vyuzivany piedevsim k aktivizaci rastu zeleniny

a okrasnych rostlin. Diky své pevné forme jsou pohodIné davkovany piimo ke kotfenovému
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systému rostliny. Kapalny koncentrat je smisen s vhodnym substratem a nasledné jsou
formovany hnojivové tycinky. Pro pouziti fungicidl, herbicidd, pesticidi ¢i insekticidl
je dulezité vhodné davkovani, které miize byt dosazeno pomoci mikroenkapsulace. Ta zajisti
vysokou selektivitu, zabrani pfedCasnym ztratdm ucinné latky a prodlouzi dobu ucinku.
Vyzivéany jsou mikrokapsule s polopropustnou membranou pro jejichz vyrobu je vhodny

kolagenni hydrolyzat [10].

V kosmetice jsou vyuzivany piipravky z kolagenu predev§im ve formé prasku, gelt, vldken
nebo ve své rozpustné forme. Jejich vyuziti je oblibené z davodu vysoké botnaci schopnosti
a také schopnosti zadrzovat vodu, ¢imz ptispivaji k hydrataci pokozky. Rozpustny kolagen
je vyuzivan do krému, mlék ¢i masti nebo jako podkozni injektaz. Ziskava se z ktize mladych
zvirat extraket, pfi které jsou vyuzivany roztoky soli pii neutrdlnim pH ¢i roztoky kyselin.
Cast kolagenu piejde do roztoku, jelikoz kolagen z mladych zvifat neobsahuje vysoké
mnozstvi pfiénych vazeb. Vytézek v tomto piipad¢ ale neni vysoky, proto jsou castéji
pouzivany hydrolyzaty kolagenu. Hydrolyzovany kolagen mé v kosmetice mnohé vyuziti,
pfedevSim je ale soucésti nejriznéjSich KP od vlasové kosmetiky az po kosmetiku
dekorativni. Vl1aknity kolagen je vyuZivan v pletovych maskach. Jeho pfiprava zahrnuje
prani surovych kizi vodou, louzeni v roztoku Ca(OH), + NaxS, mechanické odstranéni
chlupti a podkozniho vaziva. Takto pfipravena holina je znovu prana, rozmélnéna a nasledné
extrahovana kyselinou. Kolagen je vysrazen a vysuSen a jeho dialyzou jsou ziskana jemna
kolagenni vlakna. Vysledna vlaknita disperze se susi mrazem a dale je rozmélnéna na prasek.
Mikroenkapsulace je vyuZzivana také v kosmetickém primyslu, ¢asto pro vonné ptisady
pritomné v antiperspirantech a deodorantech. Diky porézni struktufe mikrokapsuli
je zajisténo trvalé uvolnovani, které je zavislé na teploté a vlhkosti. Dale se vyuZziva také pro
pény a soli do koupele, Sampony a kondicionéry na vlasy, balzdmy na rty, pletové vody

a mléka [10].

2.2 Zivoti$né suroviny pro vyrobu hydrolyzati

Vysoky piijem masa v potravé lidi pfirozené zvySuje mnoZzstvi zvifat chovanych na porazku,
¢imz roste také mnozstvi vedlejSich produktl, které nejsou nijak spotfebovany a jsou Casto
pouze spalovany nebo umistény na skladku. V dnesni dob¢ nastésti roste 1 pfijem rostlinné
stravy a sili tak snahy o sniZeni plytvani s ohledem ke zvifatim. V disledku zpracovani
surovin se hromadi velké mnoZstvi odpadu, ktery je nejcastéji zpracovavan na krmné smési

pro zvitrata ¢i hnojiva. Vedlejsi produkty zivoc¢iSného plivodu, jako jsou naptiklad kosti,
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ktze, chrupavky, vnitinosti apod. mohou byt zdrojem kolagenu, ktery naléza Sirokou skalu
vyuziti, které byly jiz vySe popsany. Problémem pro jejich zpracovavani muze byt
nedostatecna biologicka stabilita, vysoky obsah vody, moznost rychlé autooxidace,

potencialni patogenni povaha a vysokd enzymova aktivita [11] [12].

2.2.1 Srst a kiaze

Jednd se o jeden znejcennéjSich vedlejSich produktd, ktery nachdzi nejcastéjsi vyuziti
v kozed€Ilném primyslu. I pfes dneSni oblibu syntetické (tzv. veganské) kluze je stale
poptavka po ptirodni kiizi vysoka, at’ uz pro vyrobu obuvi, doplitkkii nebo kobercti. Dalsi
vyuziti nachazi jiz zpracované kiuize v potravinaiském pramyslu, napiiklad jako stfivko
na uzeniny. Dale muze byt kolagen ziskany zkize aplikovan v kosmetickém
a farmaceutickém primyslu. Obecné je vyuZivana piedevsim Zelatina, ktera je pfipravena
z Cerstvych surovin (kliZe, ale 1 kosti) fizenou hydrolyzou. Chlupy jsou vyuZivany napiiklad
na vyrobu $tétcti nebo z nich muze byt ziskdvan keratin. Pefim jsou plnény polstate, deky
nebo bundy. Vina mize byt pouzita pro zisk lanolinu nebo jako vypln do dek. Tukova ¢ast

je vyuzivéna pro vyrobu loje ¢i sadla, které nachazi dal$si mnoha vyuziti [11] [12].

2.2.2 Organy a zlazy

Organy a Zzlazy zvitat jsou v zemich jako je Cina, Indie ¢ Japonsko vyuzivany jako 1éky.
VyuZivana jsou jatra, plice, hypofyza, §titnd Zlaza, slinivka bfis$ni, Zaludek, ledviny,
nadledviny, vaje¢niky a dalSi. Pro pouziti ve farmaceutickém priimyslu jsou nejprve
ocistény, je odstranéna piebytecna pojivova tkan a tuk a jsou hluboce zamrazeny z diivodu
zamezeni bakteridlniho ristu. Nasledné jsou rozmélnény a miseny s riiznymi chemickymi
roztoky. Opracovani muze zahrnovat naptiklad odstranéni tuku nebo pfitomnych
anorganickych sloucenin. Kone¢nym krokem je suseni a mleti na prasky, poptipadé mohou
byt vyuzivany ve formé roztokl nebo kapsli. Mozek, micha a nervovy systém jsou zdrojem
cholesterolu, ktery miize byt vyuzit jako kosmeticky emulgator. Z epifyzy je ziskavan
melatonin. Z jater je ziskavan extrakt, ktery je vybornym zdrojem vitaminu B12. Dale
mohou jatra slouzit k extrakci heparinu, ktery je vyuzivan jako antikoagulant. Z vaje¢nikti
jsou extrahovany hormony estrogen a progesteron. Slinivka bfiSni poskytuje insulin

¢i glukagon. Zaludek miize byt zdrojem enzymi jako je pepsin &i trypsin [11] [12].
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2.2.3 Drubez

Pefti je ptfi svém procesu zpracovani degradovano bakterii Bacillus licheniformis, dojde tak
k pfemén¢ na lyzat, ktery je Iépe stravitelny a miize byt pouzit v krmnych smésich. Enzym
keratinaza, ktery je produkovan touto bakterii, se fadi mezi proteinazy a miize byt vyuzita
k hydrolyze kolagenu, elastinu a keratinu z pefi. Z vajec je ziskdvan albumin, ktery je
vyuzivan k vyrobé barev, v kosmetickém primyslu pro ptipravu mydel, Sampont a dalSich
KP, dale jako ptisada do 1ékt ¢i masti, k vyrobé¢ umeélych vldken ¢i cementu nebo jako

protilatka proti jedim [11] [12].

2.2.4 Morské plody a ryby

Odpad z motskych plodi a ryb je nejcastéji zdrojem minerall, proteind a tukli. V roce 2003
Khan et al. a Ohba et al. pfipravili enzymatickou hydrolyzou proteinovy hydrolyzat z rybiho
odpadu a uvedli, Ze jej 1ze pfeménit na uzite¢né produkty, které je mozné nésledné vyuzit
predevsim v potravinafstvi. Dalsi vyuziti poskytuji enzymy a bioaktivni peptidy pfipravené
z kosti Kranase (yellowtail fish). Pfiprava hydrolyzati ¢i bioaktivnich peptidi je mozna
1 z rybich vnitinosti za pomoci baterii mlééného kvaseni. Alkalickéd hydrolyza byla vyuzZita
pro piipravu proteinovych hydrolyzatli z odpadu zjezer. Z krevet a schranek krabt byl

ziskan chitosan, ktery lze uplatnit ve farmacii, ale 1 v kosmetice [12].

2.3 Vyroba kolagenniho hydrolyzatu
Odpady z jatek a kozed&lného primyslu pro vyrobu hydrolyzati kolagenu je moZzno rozdélit
do tfi skupin:
1. Odpady s nativnim kolagenem, do kterych lze zaradit odiezky z kizi jate¢nych
zvitat, Slachy ¢i stfeva.

2. Odpady z koZeluzen, kde patii odiezky holiny, usni a chromo€inéné postruZiny.

usne.

Nejjednodussi je vyroba hydrolyzatl z odpada z prvni skupiny, jelikoz tyto odpady nejsou
zneCiSténé a je mozné vyuzit i hydrolyzu Zelatiny a klihi. Dle pouzitych podminek
(specifické enzymy, teplota a pH) procesu hydrolyzy lze vyrobit hydrolyzaty o konkrétni
distribuci molekulovych hmotnosti. Vysledné hydrolyzaty mohou byt ptisobenim peroxidu

vodiku odbarveny a deodorovany, ¢imz je ziskan bily praSek bez zépachu, ktery je
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nejvhodnéjsi pro dalsi aplikace. Odpady z chormocinénych postruzin jsou nejcastéji
zpracovavany dvoustupnove. Nejprve je pouzit roztok KOH a MgO, ¢imz je ziskan podil
hydrolyzatu schopny tvofit gel a jeho stfedni molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi
od 75 kDa do 200 kDa. V druhém kroku se piida proteolyticky enzym, udrzuje se optimalni
hodnota pH, ve které je enzym nejucinnéjsi. Vysledny hydrolyzat ma molekulovou hmotnost

mezi 10 az 20 kDa [10].

Hydrolyzou protein dochazi ke St€peni peptidii a vazeb mezi jednotlivymi AMK a vznikaji
peptidové fetézce o riznych velikostech. Jedna se o proces destrukce kolagenniho vlakna.
Hydrolyzy lze rozdélit do tii kategorii, tepelné, chemické a enzymatické hydrolyzy. Tepelné
nejsou pro piipravu hydrolyzati kolagenu a proteini obecné téméi vibec vyuzivany.

Lze ziskat nejen hydrolyzaty kolagenu, ale také elastinu ¢i keratinu [10] [13].

2.3.1 Alkalicka a kysela hydrolyza

Chemickéd hydrolyza zahrnuje alkalickou i kyselou hydrolyzu. Tyto procesy poskytuji
produkty o nizsi nutri¢ni kvalité, jejich prabéh je obtizné kontrolovatelny, mohou vznikat
toxické produkty a dochézet k destrukci AMK. Z téchto ditvodt je pro ptipravu hydrolyzati
proteind Castéji vyuzivana hydrolyza za pomoci enzymu. Alkalickou hydrolyzu je mozno
provadét u chromocinénych usni pomoci uhli¢itanu vapenatého a oxidu hote¢natého, pii
zvysSeném tlaku a teploté. Kyseld hydrolyza probiha kratsi dobu nez alkalickd a nejCastéji je
provadéna v pfitomnosti kyseliny sirové. Obecné je soucasti alkalicky ¢i kysele
pfipravenych hydrolyzati velké mnoZstvi oxidu chromitého a draselnych, sodnych,

vapenatych a hote¢natych soli, ¢imzZ je omezeno jejich pouziti [10] [13].

2.3.2 Enzymaticka hydrolyza

Pfi enzymatické hydrolyze nedochézi k destrukci AMK. Neni zapotiebi extrémnich teplot
¢i hodnot pH, ¢imz zlistavaji zachovany nutri¢ni vlastnosti vyslednych hydrolyzati. Dalsi
vyhodou miize byt jeji rychlost a specifi¢nost. Na prubéh enzymatické hydrolyzy ma vliv
specificita enzymu, stupen denaturace proteinu, koncentrace substratu a enzymu, aktivita

enzymu, pH, iontova sila, teplota, tlak a pfitomnost inhibitori [13].

Enzymy jsou bilkoviny katalyzujici biochemické procesy v zivych organismech. Mohou byt
jednoduché i slozené. Zajist'uji ptisun energie a stavebniho materidlu, ¢imZ je umoznéno
jejich vyuziti. Mezi prvni popsané enzymy patii amylasa a pepsin a prvnim pfipravenym

enzymem je ureasa. Kazdy enzym ma své aktivni centrum, které umoziuje jeho katalytické
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pusobeni. Jejich dalsi dulezitou vlastnosti je specifita, ktera ur¢i, jakou reakci budou
katalyzovat (reak¢ni specifita) a jaky substrat budou pfeménovat (substratova specifita).
Piisobi za mirnych teplotnich 1 tlakovych podminek a jsou vysoce u¢inné. Vyhodou je také
jejich netoxicnost. Od roku 1961 maji své systémové nazvoslovi. Jsou rozdéleny do Sesti tiid
podle typu reakce, kterou katalyzuji. Oxidoreduktazy katalyzuji oxidacné-redukéni
pfemény, transferazy jsou schopné ptenosu funkcénich skupin, hydroldzy podporuji
hydrolyticky rozklad, lyazy katalyzuji nehydrolytické Stépeni a vznik vazeb, isomerazy
katalyzuji pfemény isomert a ligazy katalyzuji vznik energeticky narocnych vazeb
za soucasné¢ho rozkladu ATP (adenosintrifosfatu). Spolecné se systémovym nazvem
je pouzivano i Ciselné oznaceni enzyml nebo jejich trividlni nézvoslovi. Pro méfeni
koncentrace enzymu byla zavedena katalytickd Uc¢innost (aktivita), ktera je prakticky
sledovana naptiklad zménou barvy nebo viskozity vzorku. Tato aktivita je udavana
v jednotéch katal (kat), ktera predstavuje mnozstvi katalyzatoru, které za 1 sekundu preméni
1 mol substratu. Co se tyka struktury enzymt, lze je zatadit mezi globularni proteiny. Jsou
pfevazné sloZzeny z bilkovinné ¢asti (apoenzym), ale je pfitomna i1 nebilkovinné ¢ast zvana
kofaktor. Kofaktor slouzi k ptenosu elektronti, atomt nebo jejich skupin. Mezi obéma ¢astmi
existuje vazba, kterd mize byt pevna nebo volna. Pokud je kofaktor k apoenzymu vazan
pevné, nazyva se prostetickou skupinou. Je-li tato vazba reverzibilni, enzym nazyva se

koenzymem. [13].

Jednim z pfistupli k enzymatické hydrolyze kolagenu je vyuZiti proteolytickych enzymu
jako je trypsin, chymotrypsin ¢i pepsin. Nejprve byly pozorovany zmény ve viskozité, coz
bylo zptsobeno degradaci nekolagennich necistot a plisobenim trypsinu doslo ke zméné

agregace kolagenu [13] [15].

Dalsi zpracovani hydrolyzath zahrnuje mnoho kroki. Jednim z nich muiZe byt tepelna
inaktivace, kterd slouzi k inaktivaci pfitomnych enzymi. Procesem ultrafiltrace jsou
odstranény vysokomolekularni proteiny. Pouzitim dalSich specifickych enzyml mitize byt
snizen obsah konkrétnich AMK. Pro snizeni hotké chuti je pouzivana hydrolyza
exoprotedzami nebo reakce s aktivnim uhlim. Absorpéni chromatografii 1ze potom sniZit

obsah aromatickych AMK [13].
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3 METODY CHARAKTERIZACE HYDROLYZATU

V ramci této kapitoly bude popsan teoreticky princip metod pouzivanych k charakterizaci

pripravenych kolagennich hydrolyzatt.

3.1 Infracervena spektroskopie

Metoda infracervené spektroskopie (IR) je zalozena na molekularnich vibracich a zménach
dip6lového momentu mezi nimi. Zkouma interakce mezi vzorkem a elektromagnetickym
zafenim o vlno&tu 10-10 000 cm™. Energie takového zafeni je dostacujici pro zmény
rotacnich ¢i vibracnich stavii molekul. Pro aktivitu vibrace je dilezitd symetrie molekul.
Pti valen¢nich vibracich vibruji atomy podél vazby, méni se vzdéalenost jader atomil, ale
valen¢ni thly jsou stejné. Rozezndvaji se valencni vibrace symetrické a asymetrické.
Pti symetrické vibraci se obé vazby zkracuji nebo prodluzuji soumérné, pii asymetrické
vibraci dochazi ke zkracovéani jedné vazby a prodluzovani vazby druhé. Nasledné jsou
rozliSovany dva typy vibraci. Naopak pii deformacnich vibracich zlstava konstantni
vzdalenost jader atoml a méni se valen¢ni thly. Zde mtze dochazet k niizkové, kyvadlové,
véjitové ¢i kroutivé vibraci. Moznosti vibraci v infracervené oblasti jsou zndzornény na Obr.

2 [16].

valenéni valencni deformacni
symetricka antisymetricka nazkova
" + + + -
Y
deformacni deformacni deformacni
kyvadlova vejifova kroutiva

Obrazek 2 Schématické zndzornéni vibraci v infraerveném spektru [17]

Me¢teni probihé na infracervenych spektrometrech, nejcastéji dvoupaprskovych pfistrojich,
které kompenzuji absorpci vodni pary a oxidu uhli¢itého ze vzduchu i absorpci rozpoustédla.
Zékladni sestaveni spektrometru obsahuje vzdy zdroj infraerveného zéfeni,

monochromator, detektor a zafizeni sbirajici data. Dale mize byt obohacen o zrcadla
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odrazejici paprsky, mtizky ¢i clony. Svazek paprskil je nejprve rozdélen na dva rovnocenné
paprsky, z nichz jeden prochazi mérnou kyvetou se vzorkem, druhy srovnavaci kyvetou
s rozpoustédlem. Kyvety jsou nejcastéji z NaCl, KBr nebo jejich smési, které jsou schopny
propoustét infracervené zareni, ale jsou rozpustné ve vode, alkoholech ¢i kyselinach. Proto
byly vyvinuty dal§i materialy jako jen naptiklad ZnSe nebo smésny krystal jodidu a bromidu
thallného oznaCovany jako KRS-5. Déle je vyuzivan napiiklad bromid a jodid cesny. Vzorky
mohou byt mimo kapalné a plynné faze méteny také ve fazi pevné, konkrétné¢ ve formé
prasku, desticky, folie, tablety, suspenze ¢i filmu. Obecné Ize metody infracervené
spektrometrie rozdé€lit na dveé skupiny, transmisni a reflexni techniky. Pravé metody
transmisni vyuzivaji ke svému méteni kyvet. Reflexni techniky jsou ¢astéji pouzivané a lze
mezi n¢ zaradit napiiklad metodu zrcadlového odrazu, difizni reflexe ¢i zeslabené totalni
reflektance. Pravé metoda zeslabené totalni reflektance (attenuated total reflectance — ATR)
je jednou z nejpouzivanéj$ich IR metod viibec. Jedna se o moderni metodu, ktera mize byt
vyuzita na nejraznéjsi vzorky, od kapalnych, pies pasty ¢i krémy az po prasky. Vyuziva
krystal s vysokym indexem lomu, ktery je v tésné blizkosti se vzorkem. Diky krystalu dojde

k totalnimu odrazu infracerveného zateni, které postupné pii odrazech slabne [16].

Infracervend spektroskopie je vyuzivana ke kvalitativnim i kvantitativnim uceltm.
Pti kvalitativni interpretaci jsou pfifazovany absorpéni pasy charakteristickym vibracim
molekuly. U kvantitativni IR je vyhodnocovan vztah mezi koncentraci a méfenou veli¢inou.
Nejvetsi vyuziti nachdzi IR v oblasti chemické analyzy. Velkou vyhodou jejiho pouZiti je,
ze behem meéteni nedochdzi k destrukci vzorku a je zapotiebi jeho velmi malé mnoZstvi.
Jedna se o velice rychlou a pomérné€ presnou metodu. VyuZzivana je metoda IR s Fourierovou
transformaci (FTIR), kterd znac¢i pfevedeni infracerveného signalu pomoci matematické

operace [16] [18].

Pii méfeni bilkovin je problémem méfeni vzorkl v kapalné fazi, tedy ve form¢é vodnych
roztokli. Diivodem je pfitomnost kladn€ i zaporn€ nabité skupiny na molekuldch AMK.
Proto jsou méfena spektra bilkovin v pevné krystalické fazi. Pro bilkoviny typické skupiny
NH** a COO" maji vIR spektrech své charakteristické pasy. Vibrace NH*" skupiny
se projevi pomérné Siroky pés v oblasti 3200-2400 cm™!, deformacni vibrace se projevi
v oblasti 1610 cm™ a 1510 cm™. Pro funkéni skupinu COO™ jsou charakteristické pasy
v oblasti 1587 a 1411 cm™'.
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3.2 Gelova permeacni chromatografie

Gelovou permeacni chromatografii (GPC — gel permeation chromatograhy) Ize zaradit mezi
metody kapalinové chromatografie. Pfi kapalinové chromatografii (LC - liquid
chromatography) jsou latky déleny mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni)
fazi. Pohyblivou fazi je zde kapalina. Podle principti déleni lze kapalinou chromatografii
rozdélit na adsorp¢ni, rozd€lovaci, afinitni, iontoméniCovou ¢i gelovou permeacni. Obecné
muze chromatografie fungovat izokraticky ¢i gradientové. Pii gradientové eluci dochazi
v pribéhu analyzy ke zmén¢ mobilni faze, pii izokratické eluci je naopak mobilni faze stale

stejna. [16]

Gelova permeacni chromatografie je vyuzivana nejcastéji analyticky pro separaci molekul
na zaklade¢ jejich velikosti a slouZzi ke zjisténi pramérnych molekulovych hmotnosti vzorki
nebo distribu¢nich kiivek. Dale muze slouzit k ptipravé frakci o konkrétnich molekulovych
hmotnostech. V pribéhu méfeni jsou malé molekuly zachyceny v nepohyblivé ¢asti eluentu,
tedy v porech kolony nebo sitovité struktuie gelové naplné kolony. Jejich elu¢ni objem
je tedy pro malé molekuly nejvyssi, poptipadé je roven celkovému objemu eluentu v kolong.
Naopak velké molekuly maji eluéni objem nizky, nejsou totiz schopny se udrzet v porech
¢1 sitové struktufe kolony a s pohyblivou fazi protékaji kolonou. Cely proces neni zavisly
pouze na velikosti molekul, je také ovlivnén omezenou difuzi ¢i adsorpci. Naplin kolony
(stacionarni faze) mize byt riiznd, nejcastéji jsou ale vyuZivany naplné z polystyrenu, ktery
je zesitovany divinylbenzenem, dale pak zesitovaného polyvinylacetatu, zesitovaného
alkolovaného polydextranu, silikagelu ¢i skla. Podle mechanickych vlastnosti je lze délit
na tvrdé, polotvrdé a mékké. Tvrdost ¢i mékkost gelu ovliviluji moZnosti pouziti tlakd,
u me&kkych gelll se musi tlak omezit na 1-2 MPa, u polotvrdych se moZznosti zvySuji na
5—15 MPa. U GPC neni vyuzivana metoda gradientové eluce, zmé&na mobilni faze zde neni
Zadouci, mohlo by totiZ dojit ke smrSténi €1 botnani organické naplné kolony, ¢imz by doslo
k poskozeni a zméné& velikosti pord. Analyzu ovliviluje také mozna adsorpce. Jako eluent
(mobilni faze) je Casto vyuzivan tetrahydrofuran, také toluen nebo dichlormethan, ale

vyuzita mtize byt také destilovana voda. [16] [19].
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3.3 Antioxidacni aktivita

Teorie starnuti vlivem oxidativniho stresu zahrnuje dvé moznosti, které mohou ovliviiovat
predCasné starnuti, ale také vznik chronickych onemocnéni. Jednou z moznosti jsou poruchy
homeostdzy imunitniho systému, druhou je akumulace oxidativnich zmén ve tkénich vlivem
reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive oxygen species), mezi které lze zatadit
meziprodukty bez volnych radikalt (H2O2) i1 s volnymi radikaly (superoxidovy anion,
hydroxylovy radikal). Vznikaji endogennim i exogennim zptisobem. Z hlediska kosmetiky
a ochrany kuze jsou dulezité faktory exogenni, mezi které patii napiiklad expozice
ionizujicimu zafeni, znecisténé ovzdusi ¢i infekce. Ve fyziologickych koncentracich jsou
ROS soucasti udrZzovani zivotné dillezitych funkei jako je proliferace, bunécna signalizace,
syntéza proteinll a antimikrobidlni ochrana. Pokud jsou hodnoty vyssi nez fyziologické,
zpisobuji ROS poskozeni biologickych molekul jako je napi. DNA ¢i proteiny. Obecné¢ je
oxidativni stres vyvolan nerovnovdhou mezi vznikajicimi oxidanty a antioxida¢nimi
obrannymi mechanismy. Jako indikator oxida¢niho stresu je vyuZzivan pomér mezi celkovym
stavem oxidantli a celkovou antioxida¢ni kapacitou, ktery je oznaCovan jako index
oxidac¢niho stresu. Antioxidanty snizuji schopnost oxidantli a oddaluji, zabrafuji ¢i inaktivuji
ucinky ROS. Dokazi neutralizovat volné radikaly. U pfirodnich antioxidantl existuji dva
mechanismy, jak tohoto dosahnout. Prvni z nich je pfenos vodikového atomu, pfi kterém
dojde nejprve kreakci svolnym radikdlem a nasledné k pfenosu atomu vodiku
homolytickym §tépenim -OH vazby. Druhym je ptenos elektronu z antioxidantu na radikal,

pii kterém dojde k ionizaci obou sloucenin [20] [21].

Antioxidanty lze rozdélit na syntetické a piirodni. Mezi Casto pouZivané syntetické lze
zatadit butylhydroxytoluen (BHT), butylhydroxyanisol (BHA), terc-butylhydroxychinon
(TBHQ), nebo propylgalat (PG). Jsou hojné vyuzivany v potravinaistvi. Casta je jejich
kombinace s pfirodnimi antioxidanty, mezi které 1ze zatadit polyfenoly, kyselinu citronovou
(vitamin C), glutathion, vitamin E ¢i melatonin. Polyfenoly jsou nejvyznamnéjsi skupinou,
podle své struktury jsou déleny do dvou skupin, flavonoidy a non-flavonoidy. Dalsi
moznosti rozdéleni této pocetné skupiny zahrnujici az 8000 sloucenin je do ¢ty skupin, a to

na flavonoidy, fenolové kyseliny, stilbeny a lignany [20] [22].

V dne$ni dobé je cCasto stanovovana antioxida¢ni aktivita nejriiznéjSich latek. Jednou
z moznosti je stanoveni pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH), déle pak za pomoci
2,2'-azino-bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfuratové kyseliny) (ABTS) nebo pomoci testu

zelezité redukéni antioxidacni sily (FRAP — ferric reducing antioxidant power) [20] [21].
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3.4 Povrchové napéti a kontaktni ihel

Povrchovou energii (6) se rozumi termodynamicka vlastnost, ktera predstavuje mnozstvi
minimalni prace potfebné na jednotku plochy k vytvotfeni vétsiho povrchu. Jednotkou je
J-m™2. Pokud se jedn4 o silu piisobici na rozhrani na jednotku délky povrchu oznaduje se jako
povrchové napéti (y), jehoZ jednotkou je N-m™ (popiipadé mN-m™). Jedna se v podstats
0 ptebyvajici energii molekul na povrchu kapaliny z diivodu nerovnomérného rozlozeni
pritazlivych sil. Molekuly, které se nachazi uvniti kapaliny, maji naopak ve vSech smérech
rovnomerné piitazlivé sily mezi molekulami, jejich povrchova energie (¢i povrchové napéti)
je tedy nulova. Jedna se o veliciny, které jsou zavislé na teploté. Zavislost je nepfimo
umeérna, s rostouci teplotou klesa povrchové napéti. Vzdy je tedy udavana hodnota
povrchového napéti pfi dané teploté, naptiklad povrchové napéti destilované vody je pfi
20 °C rovno 72,8 mN-m™'. Pokud jsou systémem, na kterém se pozoruje povrchové napéti,
dvé nemisitelné faze, hovoii se o mezifazovém napéti [23].

Metody meéteni povrchového a mezifdzového napéti lze rozdélit na metody statické
a dynamické. Mezi nejcastéji pouZivané statické patii metoda Wilhelmyho desticky ¢i
Du Noiiyova prstence. Pii metodé Wilhelmyho desticky je desticka zavéSena na silomérné
vaze a po jejim smoceni je mefena sila, ktera ptisobi na desku. Z podilu sily a obvodu desky
je vypoctena hodnota povrchového napéti. Obdobny postup je aplikovan pii metodé¢ Du
Noitiyova prstence, na ktery po smoceni pfilne méfend kapalina. Mirou povrchového napéti
je nasledné¢ maximalni nartst vertikaln¢ ptisobici sily. Mezi statické metody lze zatadit také
metodu rotujici ¢i zavésné kapky nebo metodu kapilarni elevace. Z dynamickych metod je

vyuzivana metoda maximalniho pietlaku v bubling [23].

S povrchovym napétim je spojeno také smaceni povrchu, které lze popsat Youngovou

rovnici (1):
Ys = Vst + Y, cosb (1)
kde:
ys — mezifazové napéti na rozhrani pevné a plynné faze [mN-m™']
ysi — mezifizové napéti na rozhrani pevné a kapalné faze [mN-m!]
yi — povrchové napéti na rozhrani kapalné a plynné faze [mN-m™']

0 — kontaktni uhel [°]
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Jedné se o schopnost kapaliny pfilnout k povrchu nékterych pevnych latek. Jeji mirou je
pravé kontaktni tthel 0, nazyvany také smédeci tthel. Uhel sméadeni je sviran teénou

k povrchu kapky vedenou v bod¢ styku kapky s rozhranim [23].

Dale Ize definovat také smaceci napéti j (2):

J=Vs— Vs =Y cosb (2)

Pokud je kontaktni thel roven 0° (mezni piipad), dojde k dokonalému smaceni a kapka bude
pln¢ rozestiena. Je-li kontaktni uhel niz$i nez 90°, jedna se o kapku, kterd bude stile
rozestiena a smaci tedy povrch. Pro thly vyssi nez 90° je proces opacny, nedojde k rozestieni
kapky a povrch je tedy Spatné smacen nebo kapalinou neni sméc¢en viibec. Dal$im meznim
pfipadem je, pokud je kontaktni tthel roven 180°. Tento piipad se nazyva dokonalym

nesmacenim. Moznosti smac¢eni povrchu kapalinou jsou uvedeny viz Obr. 3 [23] [24].

@ 4 O
Txcos®  j<0 i>0 "L xcose Ys > YsL + M

Obrazek 3 Schéma smaceni pevného povrchu kapalinou [23]
Kontaktni uhel je veli¢inou, ktera je pfimo méfitelnd. Vysledné hodnoty jsou méfitelné
v mnoha primyslovych oblastech, pfedevS§im v oblasti barev a natérovych hmot, kde je
dileZitou vlastnosti jista adheze k povrchu. Dalsi vyuziti 1ze nalézt méteni kontaktniho thlu
napiiklad v textilnim, stavebnim ¢i automobilovém primyslu. V neposledni tfadé také
v kosmetice a ve zdravotnictvi. Metody méfeni 1ze opét rozdélit do dvou skupin, tentokrat
na pfimé (goniometrické) a nepifimé (tenziometrické) metody. Mezi pfimé metody lze
zatadit méfeni na naklanéjici se desti¢ce, metodu pfisedlé kapky nebo pfilinajici bubliny.
K metoddm nepifimym patii pfedevSim metoda analyzy profilu kapky, kterd je provadéna
nejcastéji video kamerou za pomoci vypocetniho softwaru. Méfena je vyska kapky, polomér
kapky v misté jejiho styku s povrchem. Z téchto hodnot je nasledné spocitan kontaktni tihel.
Dalsi nepifimou metodou muize byt kapilarni elevace na svislé desti¢ce a lze vyuzit také

Wilhelmyho metodu [23] [24].
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4 METODY CHARAKTERIZACE KOSMETICKYCH FORMULACI

Kosmetické formulace mohou byt charakterizovany mnoha postupy a metodami. Dilezité
jsou jejich mikrobiologické vlastnosti, piesnéji jejich nezdvadnost diky pouzitému
konzerva¢nimu systému. Dale pak jejich ucinky na kuzi, které jsou nejcastéji zjistovany
na lidskych dobrovolnicich. Pro uzivatele jsou dilezité také senzorické vlastnosti
kosmetického ptipravku a z hlediska pohodIného a piijemného pouzivani se charakterizace
KP zam¢étuje také na viskozitu. Obecné je diilezitou charakteristikou také stabilita pripravku,
ktera poskytne informace vyrobci kosmetického piipravku v pribéhu jeho vyvoje a zajisti

komfort a kvalitu jeho spottebiteli. [25]

4.1 Mikrobiologické testovani

vvvvvv

nahlasen prvni piipad kontaminace détského pudru v disledku ¢ehoz zemteli 4 novorozenci.
Ptipadli kontaminace KP néasledné ptibyvalo a bylo nutné najit zdroje potencidlni
kontaminace a v budoucnu jim zabranit kontrolou Cistoty surovin, spravné vyrobni praxe
a konzervaci findlniho KP. Dal§im krokem bylo nastaveni pfipustnych limitd,

kvantitativnich 1 kvalitativnich [25].

Mikrobialni osidleni lidského t€la miZe byt residentni ¢i transientni. Residentnim se rozumi
mikroorganismy (MO), které se na riznych ¢astech té€la bézné vyskytuji. Naptiklad na ktzi
jsou typicky pritomny naptiklad Acinetobacter, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus,
Propionibacterium a Corynebacterium. Tranzientni mikroflérou se zase rozumi
mikroorganismy, které se na urcitych mistech vyskytuji pouze ptfechodné, jejich schopnost
mnoZzit se je omezena, jsou to pivodci infekei. Mezi tranzientni MO lze zatadit napiiklad
nekteré zastupce rodu Streptococcus, Enterococcus, Escherichia, Bacillus ¢1 Pseudomonas.
Mezi patogenni organismy na kizi lze zatadit Staphylococcus aureus a Streptococcus
pvogenes, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Proto jsou ¢asto vyuzivany jako
modelové organismy pii testovdni mikrobiologické nezavadnosti. Ptitomnost
Staphylococcus aureus zpusobuje na kiizi zanétliva loziska az pyodermie. Dale muze byt
pavodcem Impetiga &i atopické dermatitidy. Uginky Streptococcus pyogenes jsou obdobné.
Ukazatelem fekdlniho zneciSténi je ptitomnost Escherichia coli na kizi. Pseudomonas
aeruginosa je Casto prenasena skrz o¢ni kosmetiku a zplsobuje zanéty oci az slepotu.
Z kvasinek je modelovym organismem nejCastéji Candida albicans, z plisni Aspergillus

niger. [25] [26]
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Mikrobiologicka kontrola KP a vody zacina ptipravou vzorkd. Nejcastéji je pfipravovan
10% homogenni roztok KP ve fyziologickém roztoku nebo pufru o pH 7, roztok mize byt
dale fedén a nasledné je ponechén ke kultivaci na vhodnych médiich a jsou vyhodnocovany
podty kolonii, které by mély byt nulové. Cistota vody miize byt kontrolovana kvantitativné
i kvalitativné. Kvantitativni stanoveni probihé skrz bakteriologické filtry o porozité 0,45 pm,
filtry jsou nésledné kultivovany na Tryptic Soy agaru. Kvalitativni stanoveni probiha téz
skrz bakteriologické filtry, 1isi se ale kultivatnim médiem. V tomto ptipad¢ je vyuzivan
MacConkey agar pro kultivaci koliformnich bakterii a Cetrimide agar pro bakterie rodu
Pseudomonas. V obou pripadech je koneénym krokem indentifikace pfitomnych kolonii

[25].

Konzervace ptfinasi kosmetickému piipravku nezdvadnost a delsi trvanlivost. Je ale nutné
zkoumat stabilitu konzervacniho systému. Nesmi dojit k infekci spotiebitele nebo snizeni
kvality KP v pribé¢hu jeho pouzivani. Konzervace ale neslouzi k zakryti Spatnych
hygienickych podminek vyrobniho procesu, musi byt dodrzena spravna vyrobni praxe
(SVP). Pouzivané kosmetické (souCasn¢ s potravinarskymi) konzervanty maji mnoho
moznych zpiisobl déleni, nejcastéji se ale jednd o nasledujici skupiny. Organické kyseliny,
mezi které patii kyselina benzoova, salicylova, dehydrooctova ¢i citronova. Dalsi skupinou
jsou alkoholy a fenoly, pod které spadaji dalsi skupiny. Nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi z nich
jsou parabeny, estery kyseliny para-hydroxybenzoové. Jejich vyhodou je Siroké spektrum
ucinnosti jiz pii nizkych koncentracich. Z divodu existujicich studii o jejich mozZné
mutagenité¢ jsou v KP legislativné omezovany. Alkoholy jsou vyuZivany predevSim
alifatické, naptiklad isopropanol ¢i ethanol. Z aromatickych alkoholti lze zminit
benzylalkohol. Z fenolt je nejpouzivanéjsim zastupcem fenoxyethanol. Dalsi skupinou jsou
derivaty  isothiazolinonu, ke  kterym  patfi = methylisothiazolinon  (MIT)
a methylchloroisothiazolinon (MCI). Jako konzervant je vyuZivan také formaldehyl, Casté
jsou ale jeho donory, naptiklad imidazolidinyl urea, diazolidinyl urea, DMDM hydantoin,
bronopol ¢i chlorfenesin. Dale mohou byt pouzivany kvartérni amoniové soli nebo
biguanidy. Roste také mnozstvi pfirodnich konzervanti, kterymi jsou nejcastéji esencidlni
oleje. Jejich nevyhodou je ale uzké spektrum ucinnosti, kvili ¢emuz jsou vyuzivany
v kombinaci s dalS§imi konzervanty, které jsou v piirodni certifikované kosmetice povoleny
(napf. organické kyseliny a jejich soli ¢i alkoholy a jejich soli) a na trhu jsou v dnesni dobé

dostupné komercni smési konzervacnich systému [25].
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4.2 In vivo charakteristiky kosmetickych formulaci

Kize jakozto nejveétsi organ lidského téla je zaroven jakousi bariérou a ochranou vrstvou
lidského téla pred vnéjsim prostiedim. Kromé toho mé spoustu dalSich funkci, mezi které
lze zaradit smyslovou funkci, psychosocidlni a dale naptiklad termoregulacni. S ohledem
na kosmetické pripravky, které jsou aplikovany na kizi po celém téle je dilezitym faktorem
schopnost prostupu latek obsazenych v KP neboli jejich schopnost penetrace. Tato
schopnost je uzce spojena se strukturou ktze, kterou lze jednoduse rozdé€lit na tfi vrstvy.
Epidermis, ktera je nejsvrchnéjsi a zaroven nejtenci, dale nasleduje dermis, ve které jsou
ulozeny vlasové folikuly, mazové zlazy, nervova zakonceni apod. Posledni vrstvou je
vrstvou epidermis, skrze kterou pravé KP prochdzi a dosahuje svych deklarovanych G¢inkd.
Struktura jeji nejsvrchnéjsi vrstvy stratum corneum (SC) je Casto popisovana jako tzv. cihly
a malta. Cihly zndzornuji korneocyty, kozni buiiky, které se v prvni vrstvé epidermis
nazyvaji keratinocyty a v pribchu svého Zzivota postupné dochdzi k jejich dozravani
a keratinizaci. Jako maltu si lze piedstavit smes intercelularnich lipidi slozenou z ceramidu,
cholesterolu, mastnych kyselin atd., které vyplnuji prostory mezi korneocyty. Kozni bariéra,
a tedy prostupnost latek skrz kiizi je ovlivnéna naptiklad vékem, pohlavim, etnicitou nebo
koznimi problémy jedince. Funk¢nost kozni bariéry je mozné analyzovat méfenim
transepidermalni ztraty vody (TEWL), kterd je ukazatelem mnozZstvi difundované vody skrz
povrch ktize, a tedy schopnosti kiize branit t¢lo pied vniknutim Skodlivin a mikroorganismu.
Existuji 3 mozZnosti penetrace, a to skrz derivaty kiuize (vlasovy folikul, mazova ¢i potni
zlaza), skrze intercelularni lipidy nebo skrz korneocyty. MnoZstvi latek, které jsou schopné
takového prostupu SC neni mnoho, a tak je nutné tuto propustnost zvysit. Mnoznosti jsou

chemicke, fyzikalni, mechanické a elektrické [27].

Dulezitym krokem pii hodnoceni bezpe¢nosti a ucinnosti KP je pravé hodnoceni kozni
penetrace. Méfeni miize probihat in silico, in vitro, ex vivo a in vivo. Casto jsou vyuzivany
kombinace vice z téchto zminénych moznosti. In silico vyuziva pocitacové a matematické
modely. Ex vivo metody jsou provadény na zivocisSnych tkanich, které jiz nejsou soucasti
organismu, jsou tedy tzv. mimo télo. Z in vitro metod je nejznaméjsi metoda Franzovych
difuznich komurek zndma jiz od roku 1978. Systém (Franzova komtirka) se sklada z horni
donorové a dolni receptorové €asti, které jsou od sebe oddéleny permeabilni membréanou,

na kterou je aplikovan vzorek smérem k donorové ¢asti. Soucasti dolni ¢asti je pufr, ktery je

v pribéhu méfeni michan a v pfedem danych Casovych intervalech jsou odebirany jeho
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vzorky, které jsou nasledné analyzovany. V dnesni dobé existuje spoustu modifikovanych
Franzovych komtrek. Dalsi jsou in vivo studie, které jsou pro zkouméni kiize preferovany
a od roku 2013 je Ize za pomoci neinvazivnich metod provadét na lidskych dobrovolnicich
Jejich velkou nevyhodou je slozité porovnavani vysledki mezi jedinci. Dale jsou Casto
vyuzivany zobrazovaci metody jako naptiklad konfokalni mikroskopie nebo multifotonova
laserova skenovaci tomografie (MPT). Vyuzivéno je také stripovani, coz je jednoducha
metoda, kterd je velmi malo invazivni. DalSi vyuzivané in vivo metody mohou byt

vasokonstrik¢éni test ¢i mikrodialyza [27].

4.2.1 Méieni hydratace

Pojmy hydratovana ¢i suché pokozka jsou pomérné Spatné definovatelné, Ize ji ale rozpoznat
jiz pti pohledu na ktzi. Pokud bude kiize suchd, bude se jevit jako, ze ji schazi voda, bude
pusobit zaSedle a Supinaté. Pfi hodnoceni hydratace ¢i suchosti je nutné reprodukovatelnost
vysledkti a statistickd kontrola. Pfi klinickych studiich je tedy nutné velké mnozstvi
dobrovolnikii. Dtlezitou soucasti je také standardizace podminek jako je napiiklad teplota
a relativni vlhkost mistnosti, ve které méfeni probihd. Dale volba vhodné skupiny
dobrovolnikil s téméft totoznymi charakteristikami jako je vek, etnicita, pohlavi, typ pokozky
atd. Dilezita je také aklimatizace dobrovolnikii minimalné 20 minut pfed samotnym
méfenim. Mimo klinické studie jsou v dneSni dobé také Casto pouzivany bioinZenyrské
metody. Miize se jednat o metody pifimé ¢i neptimé. Jsou aplikovany spektroskopické
metody, méfeni mechanickych vlastnosti kiize, nukledrni magnetickd rezonance (NMR)
a dale naptiklad topografie povrchu kiize. VyuZzivana je korneometrie. Jedna se o metodu,
kterou 1ze exaktné zjistit mnozstvi vody v SC. Néastrojem je korneometr, coz je sonda, ktera
je ptikladana na pokozku. Soucésti hlavice sondy jsou zlaté drazky, nad nimi je sklenéna
vrstva. Po pfiloZeni je sklenéna cast v kontaktu s kiizi a diky zlatym drédzkam je vytvateno
elektrické pole, které prostupuje skrz kiizi, kde meéfi zménu kapacitance dielektrika.
S rostouci hydrataci se méni dielektrické vlastnosti. Méfeni je zaloZeno na skutecnosti, Ze
voda ma vys$i dielektrickou konstantu nez vétSina ostatnich latek. Princip méfeni hydratace

korneometrem je zobrazena na Obr. 4 [25] [26] [28].
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Obrazek 4 Schéma korneometrického métfeni hydratace [28]
4.2.2 Meéreni transepidermalni ztraty vody

Transepidermalni ztrata vody je ukazatelem funkcénosti SC jako bariéry. Jedné se o mnozstvi
vody, které neni spojeno s aktivnim pocenim. Pro jeji méfeni je mozné vyuzit mnoho metod,
napiiklad metodu uzaviené komory, metodu ventilacni komory ¢i metodu oteviené komory.
Jsou zalozené na hodnoceni gradientu vodniho tlaku nad povrchem kiiZze. Sonda obsahuje
senzory relativni vlhkosti a teploty. Tewametr méfi hustotni gradient odpatfovani vody za
pomoci téchto senzord umisténych v oteviené komtrce. Metody méfeni TEWL jsou

schematicky znazornény na Obr. 5 [27] [29].

— Condenser
— lce

Obrazek 5 Schéma méieni TEWL, A = metoda oteviené komory, B = metoda uzaviené
komory, C = metoda kondenzacni komory [30]
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4.2.3 Meéfeni pH

Kyselé pH pokozky je nutné z diivodu ochrany pred mikroorganismy a chemikaliemi (napf.
tenzidy — sodium lauryl sulfate). Je nedilnou soucésti ochranné bariéry kuize a pti posunuti
pH hodnoty mize dojit ke koznim komplikacim. Ovlivituje napiiklad slozeni lipida v SC
a nasledné tak hydrataci. Zajistuje vhodné prostfedi pro funkci enzymii. Podporuje také
opravny proces bariérové funkce. Hodnoty pH se lehce méni v zavislosti na denni dobé,
rocnim obdobi a na riznych mistech na téle. Uvadéné hodnoty idealniho pH se pohybuji
mezi hodnotami 4,5—6. Jsou ovliviiovany ekrinnimi, mazovymi a potnimi sekrety, hydrataci,
genetickymi predispozicemi, pohlavim a vékem. Jeho méfeni je dilezité z hlediska kontroly
spravné Dbariérové funkce. Pouzivané metody jsou velmi jednoduché a rychlé.
Potenciometrické méfeni pH je zalozeno na elektromotorickém napéti galvanického ¢lanku
tvofen¢ho dvéma elektrodami. Prvni elektroda je srovnavaci, jejiz konstantni elektrodovy
potencidl je znamy. Nejcastéji je vyuzivana argentochloridova elektroda. Druha elektroda je
mérna a zavisi pravé na pH neboli na aktivité¢ protont. Tato elektroda byva nejcastéji
sklenéna. Je naplnéna roztokem o znamém a konstantnim pH, pufrem. Pfi kontaktu
se vzorkem vznik4 mezi sténami sklenéné elektrody potencidlovy rozdil, jehoz velikost je
mirou rozdilu pH vzorku a vnitiniho roztoku. Elektrody a dal$i souc¢asti pH metru jsou

vyobrazena viz Obr. 6 [27] [31].

wires to probe

filling hole

measuring electrode

reference electrode
electrolyte

inner buffer

diaphragm membrane

Obrazek 6 Popis soucasti pH metru [31]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

4.3 Senzoricka analyza

Senzorické testovani produkti provadi spotiebitelé KP na denni bazi. Nevédomky je
hodnocena viing, viskozita, obal, pocit po pouziti apod. a nakupovany jsou pouze produkty,
které jsou pro spotiebitele senzoricky ptijemné. Jako hodnotici metoda by mély senzorické
testy poskytnout platné a spolehlivé vysledky, diky kterym mohou byt provadény rtzné
zmény, napiiklad pfi jejich vyvoji a vyrobé. V dnesni dobé existuji vyskoleni hodnotitelé,
diky kterym jsou dostupnd spolehliva data. Senzorické dotazniky jsou cCasto soucasti

klinickych studii, kde slouzi jako ukazatel spotfebitelského pohledu [25].

Senzorické hodnoceni je vlastné statistickou metodou, jedna se tedy o odhad. Zahrnuje rizné
moznosti testovani jako naptiklad rozliSovaci zkousky, potfadové zkousky nebo hodnoceni
vyuzivajici stupnice. RozliSovaci zkousky slouzi ke stanoveni, zda existuje mezi dvéma
vzorky statisticky vyznamny rozdil ve sledovaném senzorickém znaku. U rozliSovacich
zkousek je nutnd odpovéd’, hodnotitelti by mélo byt v rozmezi od 10 do 30 a méli by mit
stejny stupen proskoleni. RozliSovaci zkouSky zahrnuji parovou porovnavaci zkousku, test
duo-trio a trojuhelnikovou zkousku. Potadové zkousky slouzi k rozttidéni skupiny vzorkda.
Razeni miize probihat na zakladé intenzity, sledovaného senzorického znaku nebo dle
preference hodnotiteli. Stupnicové zkousky jsou slozit€jsi a nejsou velmi vhodné pro
nezaskolené hodnotitele. Hodnotici metody jsou riizné. MiiZe se jednat o hodnoceni jednoho
znaku u jednoho vyrobku, srovnavani dvou kategorii jednoho znaku nebo vice kategorii
jednoho znaku, srovnavani znaku dvou a vice vyrobkli (Wilcoxoniv oboustranny
a jednostranny test) nebo dokonce srovnani dvou a vice znakd dvou a vice vyrobkl [32]

[33].

Zakladem pro vSechna senzoricka hodnoceni je spravné prostiedi. Musi se jednat o misto
oprosténé od zvukovych a ¢ichovych vjemil. Kazdy hodnotitel musi mit svou hodnotici koji,
kde neni nikterak ruSen. Pokud nejsou koje k dispozici, neméli by hodnotitelé sedét alespon
naproti sob¢. Mistnost a kdje by méli byt v neutrdlnich barvach s dostateCnym piistupem
denniho svétla. DalSi soucasti by meéla byt cekaci mistnost s pohodlnym posezenim
v blizkosti hodnotici mistnosti. Diillezitym faktorem je také klima v mistnosti. Teplota by se
méla pohybovat mezi 20 az 22 °C. Relativni vlhkost v rozmezi od 50 do 55 %. Mistnost by
méla byt dostate¢né odvétravana a méla by byt oprosténa od ¢ichovych vjemu. V blizkosti
hodnoticiho prostiedi je nutny také jisty pfipravny prostor, do které¢ho ale nesmi mit vstup
hodnotitelé. Vzorky by mély byt oznaceny urcitym kodem, ktery neni hodnotitelim zndmy

[32].
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4.4 Viskozita

Reologie je védnim oborem, ktery zkouma a popisuje deformaci a chovani v toku. Materialy,
které jsou zkoumany mohou byt rizné, vzdy se ale jedna o tekutinu, tedy o kapalinu ¢i plyn.
Kazdy vzorek lze popsat jako idedln¢ viskozni, idedlné elasticky nebo jako viskoelasticky,
ktery vykazuje jisté¢ viskozni i elastické chovani. Viskozitu lze popsat jako odpor toku
zpusobeny vnitinim tfenim. Souvisi s faktem, ze vSechny kapaliny jsou slozeny z molekul,
které jsou pii pohybu nuceny se po sob& posouvat. Cim vétsi jsou molekuly nebo &astice,
tim vyss$i je také viskozita. Viskozitu n 1ze popsat Newtonovym zédkonem (3), ktery popisuje

vztah mezi smykovym napétim t a rychlosti smykové deformace y.

n=: 3)

v
kde

n — dynamicka viskozita [Pa-s]

T — smykové napéti [Pa]

y — rychlost smykové deformace [s™']

Takto je popisovana tzv. dynamicka viskozita. Pokud je dynamicka viskozita vztazena

na hustotu, hovoii se o kinematické viskozité v, ktera je definovdna vztahem (4):

=1
v=1 )

kde

v — kinematické viskozita [m*s™]
n — dynamicka viskozita [Pas]

p — hustota [kg:m™]

Pokud Ize tekutiny popsat Newtonovym zakonem, oznacuji se jako newtonské. Pokud
nikoliv, jedna se o latky snenewtonskym chovanim. Tyto tekutiny nevykazuji pfimo
umérnou zavislost rychlosti smykové deformace na smykovém napéti. Takovéto tekutiny
lze rozdélit do t¥i skupin. U pseudoplastickych tekutin viskozita s rychlosti smykové
deformace klesa, u dilatantnich naopak roste. Tteti skupinou jsou binghamské kapaliny,
které teCou aZ po piekonani urcité prahové hodnoty napéti. DalSim moznym délenim je dle
Casové zavislosti na tixotropni a reopexni (reopektické). U tixotropnich tekutin viskozita

klesa s dobou plisobeni napéti, u reopexnich tekutin naopak viskozita stoupa [34] [35].
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Metod méteni viskozity je velké mnozstvi. Existuji zdkladni a velice jednoduché, ale také
metody velice sofistikované a slozité. Z jednoduchych 1ze zminit testy za pomoci Spachtle
¢i prstu, pii které je vysledek hodnocen pouze slovné jako hutny, fidky, pevny, husty apod.
Dale jsou pouzivany pritokové poharky, u kterych je méfen Cas prutoku definovaného
mnozstvi nizko-viskéznich tekutin. Dal$i moznosti je méfeni metodami padajici kulicky
¢i mikrokuli¢ky. Vyuzivany jsou také sklenéné kapilarni viskozimetry, rotacni viskozimetry
¢1 oscilacni reometry. Velmi Casto pouzivané jsou praveé rotacni viskozimetry. Mohou byt
vyuzivany spindly nebo dal§i méfici systémy ¢i geometrie. Kazdy spindl nese své oznaceni
a je vhodny pro urcité rozmezi viskozit. Z geometrii lze zminit systémy valec-deska,

deska-deska ¢i valec-valec [34] [35].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo popsat kolagen jako surovinu v prumyslu, jeho vlastnosti
a aplikace. Dale byla prace zaméfena na kolagenni hydrolyzat, zdroje a mozZnosti jeho

ptipravy, také jeho aplikace, predev§im pak ty kosmetické.

V praktické casti pfipravit kolagenni hydrolyzat ze tii riznych zivociSnych zdrojt, kufecich
zaludk, jelenich Slach a odpadu z kapra, za vyuziti metody enzymatické hydrolyzy. Tento
charakterizovat vybranymi metodami a nésledné jej aplikovat do rtiznych kosmetickych
vehikul. U takto pfipravenych vzorkt provést jejich zékladni charakterizaci a testovani jejich

mikrobiologické bezpecnosti.
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6 METODIKA

6.1 Pouzité pristroje

analytické vahy ALS 250—4A (Kern, Némecko), SBC 32 (SCALTEC, Némecko),
laboratorni vahy EW 420-3NM (Kern, Némecko)

predvazky

pH metr 526 (WTW, Némecko)

vertikalni mixér 0010 Nova linie (ETA, CR)

kavovy mlynek TSM6AO011W (Bosch, Némecko)

ttepacka HS 501 (IKA, Némecko)

topna sestava s michadlem C-MG HS7 (IKA, Némecko)

spektrofotometr Helios (Thermo Fisher Scientific, USA)

centrifuga EBA 20 (Hettich, Némecko)

suSarna ULP 400 (Memmert, Némecko), E28-TB1(Binder, Némecko), VENTICELL
200I (MMM Medcenter, Némecko)

muflova pec L9/11 (Thermo Fisher Scientific, USA)
FTIR Alpha II (Bruker, Rakousko)

magnetickd michacka sohfevem MR Hei—Standard (Heidolph Instruments,

Némecko)

vpichovy pH metr PH60S-Z (Apera Instruments, USA)

biohazard box EUROFLOW (Schoeller Instruments, CR)

spiral plater EDDY JET W2 (IUL Instruments, Spanélsko)

automatické po¢itadlo kolonii Sphere Flash (IUL Instruments, Spané&lsko)
mikrobiologicky inkubéator (Memmert, Némecko)

termostat BIO BT 120 (laboratorni piistroje Praha, CR)

vortexovy mixér VX—-200 (Labnet International, USA)
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e densilometr Densi-LA—Meter II (Erba Lachema, CR)

e MPA 10 (Courage & Khazaka electronics, Némecko)

e korneometr CM 825 (Courage & Khazaka electronics, Némecko)

e skin pH metr 905 (Courage & Khazaka electronics, Némecko)

o tewametr TM 300 (Courage & Khazaka electronics, Némecko)

e rota¢ni viskozimetr Myr V2-L (Viscotech Hispania, Spanélsko)

e tenziometr EasyDyne K20 (Kriiss, Némecko)

e Drop Angle Meter DM 300 (Courage & Khazaka electronics, Némecko)

e HPLC Breeze 2414 s diferencialnim refraktometrem (Waters, USA)

6.2 Pouzité pomitcky

e laboratorni sklo

o lzicky
e sita
e plechy

e PA tkaniny

e hrnce

e PET lahve

e plynovy kahan

e lednicka s mraznickou Samsung

e exsikator

e laboratorni kleste

e 7Zihaci kelimky

e kovové misky

e sterilni Petriho misky — plastové o velikosti 90 X 15 mm

e sterilni mikrozkumavky Eppendorf
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automatické mikropipety Thermo o objemu 100—1000 pl a 20-200 pl
sterilni pipetovaci Spicky o objemu 1000 a 200 ul
sterilni ockovaci klicky

sterilni plastové zkumavky pro méteni na densilometru
sterilni sklenéné zkumavky

sterilni kalisky

bezdratovy mini mixér NORPRO

elastické naplasti z netkané¢ho textilu Elastpore Batist
plastové hokejky

filtracni papir

injekent stiikacky

spindly L3, L4, PC, PE, PF pro méfeni viskozity

Wilhelmyho desticka PL21 pro méfeni povrchového napéti

6.3 Pouzité chemikalie

destilovana voda

NaCl (Lach-Ner s. 1. 0., CR)

HCI (Ing. Petr Lukes, CR)

NaOH (Sigma Aldrich, Némecko), (Penta, CR)

petrolether/ethanol 1:1 (Ing. Petr Lukes, CR)

enzym Protamex (BIOTECH s. r. o., Slovensko)

DPPH (MedChem Express, USA)

karbomer (Polygel CA, Sigma Aldrich, Némecko)

methylaparaben (Methyl 4-hydroxybenzoate, Labicom s.r.0., Olomouc)

propylparaben (Propyl 4-hydroxybenzoate, Labicom s.r.0., Olomouc)
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BIO — bambucké maslo (www.nature-store.cz, INCI: Butyrospermum Parkii Butter,

Ghana)

BIO — kakaové maslo (www.nature-store.cz, INCI: Theobroma Cacao (Cocoa) Seed

Butter, odriida Criollo, Peru)

véeli vosk (Kosmetické suroviny, CR)
mandlovy olej, rafinovany (Milan Libich, CR)
ricinovy olej (Kosmetické suroviny, CR)

olivoil (INCI: Potassium Olivoyl Hydrolyzed Avena Protein, Cetearyl Alcohol,
Glyceryl Oleate, Glyceryl Stearate, Potassium Hydoxide, Kosmetické suroviny, CR)

glycerol (Kosmetické suroviny, CR)

Dermosoft 1388 ECO (INCI: Aqua, Glycerin, Sodium Levulinate, Sodium Anisate,
Evonik Dr. Straetmans GmbH, Némecko)

ethanol 96 % (VWR, Francie)

sterilni fyziologicky roztok (0,9 % NaCl, LACH-NER s.r.o., CR)
Plate Count Agar (HiMedia Laboratories, Indie)

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Nutrient agar (HiMedia Laboratories, Indie)

Agar Agar, Typ I (HiMedia Laboratories, Indie)

Dodecylsulfat sodny (SDS, Sigma Aldrich, CR)

6.4 Pouzité mikroorganismy

Pseudomonas aeruginosa


http://www.nature-store.cz/
http://www.nature-store.cz/
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6.5 Priprava bilkovinnych produkti z tkani bohatych na kolagen

Pro praktickou cast diplomové prace byly piipravovany kolagenni hydrolyzaty ze tii
ruznych surovin (kufeci Zaludky, jeleni Slachy a rybi odpad). Ptiprava kutfeciho hydrolyzatu
se skladala ze 2 hlavnich krokd, a to piipravy cistého kolagenu a extrakce hydrolyzatu.
Stejn¢ probihalo i zpracovani jelenich Slach. Ptiprava kolagenniho hydrolyzatu z rybiho

odpadu byla navic doplnéna o krok demineralizace.

6.5.1 Priprava Cistého kolagenu

Zmrazena surovina (kufeci zaludky, jeleni Slachy, rybi odpad) byla nejprve ponechana pii

laboratorni teploté 22 = 1 °C krozmrazeni. Dale byla surovina vysypana na sitko

a promyvana studenou vodou z vodovodniho fadu po dobu cca 2 minut za ticelem odstranéni

albuminil. Nasledn¢ byla ponechana ponoiena ve studené vodé po dobu 5 minut a poté opét

2 minuty promyvana studenou vodou z vodovodniho fadu na sitku. Dalsim krokem bylo

opracovani v roztoku NaCl o koncentraci 0,2 M, a to z divodu odstranéni globuling.

Potifebné mnozstvi NaCl pro 0,2M roztok bylo vypocitano dle nasledujiciho vzorce (5):
m=M-c-V (%)

kde:

m — navazka [g]

M — molarni hmotnost [g'mol!]

¢ — koncentrace vysledného roztoku [mol-1"]

V — objem vysledného roztoku [1]

Navazenim 23,4 g NaCl a jeho rozpuSténim ve 2 | demineralizované vody byl pfipraven
0,2M roztok NaCl. Surovina byla s roztokem smichdna v poméru 1:6 a mirné tfepana
na tfepacce HS 501 (IKA) pti 50-60 kmitech za minutu po dobu 1,5 hodiny pfi laboratorni
teploté 22 £ 1 °C. Poté byla surovina promyvana studenou vodou z vodovodniho fadu na
situ cca minutu. Po opracovani soli byla surovina opracovavana hydroxidem, a to 0,06M
roztokem NaOH, ktery byl pifipraven navazenim 4,8 g NaOH a rozpusténim ve 2 litrech
demineralizované vody. Vypocet navazky NaOH byl proveden dle vztahu (5). Surovina byla
s roztokem hydroxidu smichdna opét v poméru 1:6 a byla ponechéna na tiepacce HS 501
po dobu 6-8 hodin, tiepana byla pifi 50—-60 kmitech za minutu. Nasledn¢ byla surovina
promyvana cca 5 minut na situ vodou z vodovodniho fadu a opét ponechana v poméru 1:6

s 0,2M roztokem hydroxidu na tfepacce HS 501, tentokrat ptfes noc (cca 12 hodin) pfi
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50-60 kmitech za minutu. Po opracovani hydroxidem sodnym byla surovina promyvana na
sitku s vrstvami polyamidové (PA) tkaniny, tak aby bylo odstranéno co nejvétsi mnozstvi
roztoku hydroxidu. Poté byla surovina s co nejmenSim mnozstvim vody rozprostiena
v tenkych vrstvach na plechy a susena v susarné¢ VENTICELL pii 35 £ 1 °C po dobu 24-36
hodin. Dalsi krok vedl k odtu¢néni suroviny pomoci smési rozpoustédel petrolether a ethanol
v poméru 1:1. Surovina byla se smési rozpoustédel smisena v poméru 1:9 a pti laboratorni
teploté 22 £ 1 °C byla tfepana na tiepacce HS 501 pti 50-60 kmitech za minutu po dobu
6—8 hodin. Po promyti byla tato opét tfepana na tfepacce HS 501 pii 50-60 kmitech
za minutu, po dobu cca 12 hodin. Po ukonceni odtu¢niovéani byla surovina rozprostfena na
plechy a v digestofi ponechana k odpareni rozpoustédel pies noc. Poté byla surovina (¢isty
kolagen) rozemleta na vertikdlnim mixéru ETA 0010 a dale byla skladovana v sacku pfti

teploté 22 + 1 °C.

6.5.2 Demineralizace

Demineralizace byla uplatnéna pouze pfi ptiprave hydrolyzatu z rybiho odpadu, neprobihala
tedy pfi ptipravé kolagenniho hydrolyzétu z kutecich zaludkt a jelenich Slach.

Demineralizace hydrolyzatu zrybiho odpadu byla provedena tak, Zze d&isty kolagen
piipraveny v piredchozim kroku byl smichan s HCI o koncentraci 1 % v poméru 1:10. Na
ttepacce HS 501 byla surovina tfepana pii 50-60 kmitech za minutu cca 24 hodin, pot¢ byla
kyselina vyménéna za nové piipraveny 1% roztok HCl opét v poméru 1:10 se surovinou
a pokracovalo se v tfepani za stejnych podminek po dobu dalSich 24 hodin. Nésledn¢ byla
surovina promyta vodou z vodovodniho fadu na situ s tkaninou. Dale rozprostfena v tenkych
vrstvach na plechy a susena v susarné pii 35 = 1 °C po dobu 24-36 hodin. Demineralizovana
surovina byla opét rozemleta na vertikdlnim mixéru ETA 0010 a ponechdna po dobu

maximalné 10 dnii k dal§imu zpracovani.

6.5.3 Extrakce

Prvnim krokem extrakce bylo opracovani suroviny (Cist¢tho kolagenu) enzymem
Protamexem a to tak, ze surovina (Cisty kolagen) byla smisena s demineralizovanou vodou
v poméru 1:10 a tfepana na ttepacce HS 501 pii 50—60 kmitech za minutu po dobu 20 minut.
Nasledné bylo upravovano pH pomoci 1% a 10% roztoku HCI a 20% roztoku NaOH na
hodnotu 6,5-7 a pfidan proteolyticky enzym Protamex v mnozstvi 0,15 % z mnozstvi
vstupni suroviny (pfepocteno na suSinu suroviny, kterd byla 90,2 %). Surovina byla

s enzymem tfepana po dobu 30 hodin pfi teploté¢ 22 + 1 °C. Bé¢hem 1. a 2. hodiny byla
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provedena kontrola a uprava pH pomoci 10% roztoku HCIl a 20% roztoku NaOH opét do
oblasti hodnot 6,5-7. Po uplynuti 30 hodin tfepani bylo pH pouze zkontrolovano, ale jiz se
neupravovalo. Nasledovala filtrace ptes sitko s PA tkaninou. Filtrat byl jiman do kadinky
a ihned zahtivan na teplotu 85 + 1 °C, ktera byla nasledné udrzovana po dobu 10 minut.
Po zahftati byl filtrat rozlit na plechy a filmy byly suSeny v susarné¢ ULP 400 pii 60 + 1 °C
po dobu 1,5-2 dnti, ¢imz vznikl pevny film. Po vysuseni byl film rozemlet pomoci kavového
mlynku TSM6AO11W, zvazen a ponechdn v uzaviratelném sacku k dalSimu vyuziti.
Surovina zachycena na sitku stkaninou byla promyvana cca 2 minuty pod vodou
z vodovodniho tadu. Dale byla tato smichana s 0,06M roztokem NaOH v dostate¢ném
ptebytku (v cca dvojnasobném mnozstvi oproti suroving€) a intenzivné tfepana na tiepacce
HS 501 pfi cca 100 kmitech za minutu po dobu 10 minut. Dale byla surovina piefiltrovana
pfes sitko s tkaninou, promyta vodou zvodovodniho fadu a opét intenzivné tfepana
v prebytku 0,06M hydroxidu po dobu 10 minut. Nasledovalo dikladné promyvani suroviny
na sitku pod vodou z vodovodniho fadu pro odstranéni hydroxidu. Déle byla surovina
smichéna s pfebytkem studené vody z vodovodniho fadu a intenzivné tiepana na tfepacce
HS 501 pficca 100 kmitech za minutu po dobu 10 minut. Nésledné opét promyvéna studenou
vodou z vodovodniho fadu, tfepana na tfepacce HS 501 pfi cca 100 kmitech za minutu
a finalné promyvana vodou z vodovodniho fadu. Surovina zbavena vody byla piesypana do
kadinky a smisena s demineralizovanou vodou v poméru 1:8 (poc€itdno z mnoZstvi vstupni
suroviny — ¢istého kolagenu). Byla zaznacena hladina vody a obsah kadinky byl za stalého
michani zahfivan na teplotu 62,5 + 1 °C. Pii této teploté byla po dobu 90 minut extrahovana
z kolagenu Zelatina. Nasledovala filtrace pfes sito s tkaninou a opétovné zahtivani zachycené
tekutiny na teplotu 85 + 1 °C. Tato teplota byla udrzovana po dobu 10 minut. Zelatinovy
roztok byl nasledné odstied’ovan na odstfedivce XY pii 4000 otackach za minutu po dobu
4 minut. Vrchni ¢ast roztoku byla rozlita na plechy a ponechana v susarné pii 53 £ 1 °C po
dobu 24-36 hodin. Vznikl¢ filmy byly nésledné¢ rozemlety na kavovém mlynku
TSM6AO011W, zvazeny a ponechany v uzaviratelném saCku ve tmé pii laboratorni teploté
do doby dalsiho zpracovani. Spodni vrstva po odstfedéni byla tvofena drobnymi ¢asteckami
nerozloZeného podilu a pigmentu. Zbyla surovina na sitku byla suSena pti 103 £ 1 °C pfes

noc a jednalo se o nerozlozeny podil reakce.
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6.5.4 Utinnost extrakce a bilan¢ni chyba

Hodnota ucinnosti extrakce (1) zjistuje efektivitu vyrobniho procesu a je vypocitana dle

nasledujiciho vztahu (6):
n =100 (%) (6)
x — hmotnost vystupni suroviny v susin¢ (kolagennich produktit) [g]

s — hmotnost vstupni suroviny (¢istého kolagenu) [g]

K celkové ulinnosti extrakce byla zjisténa bilanéni chyba. Bilanéni schéma (7) je
nasledujici:

Mystup = Myystup (7
Vstupni hmotnost zahrnuje odtucnéné a vysuSené suroviny (Cisty kolagen pfipraveny

v prvnim kroku pfipravy hydrolyzatu). Vystupni hmotnost je souctem hmotnosti

hydrolyzatu, zelatiny (kolagennich produkti) a nerozlozeného podilu.

Pro celkovou bilanci (B) plati: B = % 100 (%) (8)
Pro bilanéni chybu (BCH) plati: BCH (%) = 100 —B 9)

6.6 Charakterizace kolagennich hydrolyzatia

V této kapitole budou popsany postupy, kterymi byly pfipravené kolagenni hydrolyzaty
(KH) charakterizovany. Jednd se o metody, kterymi se muZe hodnotit, jak se od sebe

jednotlivé hydrolyzaty lisi a v ¢em jsou naopak velmi podobné.

6.6.1 Stanoveni obsahu suSiny a popelovin

Nejcastejsi charakterizaci hydrolyzati je stanoveni obsahu susiny a popelovin. Obsah suSiny
slouzi k prostému vycisleni obsazeného mnozstvi vody a obsahem popelovin je stanoveno

mnozstvi anorganickych, a tedy nerozpustnych slozek hydrolyzatu.

Stanoveni obsahu suSiny bylo provadéno v kozeluzskych miskach dvakrat vedle sebe. Do

dvou misek bylo navazeno vzdy cca 1,3 g hydrolyzath od kazdého ze vzorkii. Néasledné byly
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vzorky ponechany pies noc v susarné pii teploté 103 £ 1 °C. Poté byly umistény v exikatoru

ke zchladnuti a vazeny. Obsah susiny bylo vypocitan dle vztahu (10):

S=-"-100 (10)

mg
kde:
m — hmotnost vzorku po vysuSeni [g]
mo — hmotnost vzorku pred suSenim [g]
S — obsah suSiny ve vzorku [%]

Stanoveni obsahu popelovin bylo provadéno dvakrat vedle sebe navazenim cca 1,2 g
z kazdého vzorku hydrolyzatu do zihacich kelimkt. Vzorky byly nad kahanem spalovany
a nasledné byly na 3 hodiny umistény do muflové pece a byly zihany pii 650 = 1 °C. Po
zchladnuti byly kelimky zvazeny a podle nasledujiciho vztahu (11) byl vypocitan obsah

popelovin.

P="-100 (11)

mgy
kde:
m — hmotnost vzorku po zihani [g]
mo — hmotnost vzorku pfed zihanim [g]

P — obsah popelovin ve vzorku [%]

6.6.2 Cirost a pH roztoku

Stanoveni €irosti a pH roztoku bylo provadéno u 6,67% roztoku vSech vzorki hydrolyzatu
v demineralizované  vodé.  Pfipravené roztoky byly  vkyvetaich  umistény
do spektrofotometru Helios (Thermo Fisher Scientific) a byla métena jejich transmitance pii
640 nm, tedy mnozstvi svétla, které projde vzorkem. Méfena byla vzdy jedna hodnota pH

pomoci pH metru.

6.6.3 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie byla provadéna metodou zeslabené totalni reflektance (ATR —
attenuated total reflectance) s platinovym krystalem na pfistroj FTIR Alpha II (Bruker).
Me¢teni bylo provadéno tak, Ze bylo nasypano na krystal vhodné mnozstvi vzorku

(cca 0,5 g), ptitlaceno pomoci paky. Méfeno bylo vzdy 32 skenll. VInoCty se pohybovaly
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vrozmezi od 4000 cm™ do 400 cm™. Vysledkem byla spektra s piky, typickymi pro
hydrolyzaty ¢i zelatiny.

6.6.4 Gelova permeacni chromatografie

Z kazdého vzorku hydrolyzatu byly vzdy navazeny 2 mg, ty byly dale rozpustény v 10ml
kadince v 1 ml mobilni faze (vyslednd koncentrace ¢inila vzdy 2 mg-ml?'). Déle byly
v uzaviené vialce ponechany po dobu 4 hodin pfi teploté 22 + 1 °C. Nésledovala analyza na
pristroji HPLC Breeze (Waters). Pro zjisténi distribuce molekulovych hmotnosti byla
vyuzita metoda gelové permeacni chromatografie s refraktometrickou detekci (GPC-RID).

Nasledné softwarem Empower byly zpracovany naméfené vysledky.

Podminky méfeni:

analyticky pfistroj: Waters HPLC Breeze, diferencidlni refraktometr (Waters, model 2414)
analyticka kolona: OHpak SB-806M HQ (300 x 8 mm, 13 pum) + OHpak SB-804 HQ

(300 x 8 mm, 10 pm)

mobilni faze: 0,1M fosfatovy pufr pH 6,8

teplota: laboratorni teplota 22 + 1 °C (poskozeny thermostat)

objem nastiiku: 100 pl

pratok: 1 ml-min’!

kalibrace: pomoci standardii pullulanu v rozsahu 667 — 344 000 g-mol™.

6.6.5 Antioxidaéni aktivita

Antioxidac¢ni aktivita (AA) ptipravenych vzorkl hydrolyzati byla méfena metodou DPPH,
ktera vyuziva 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl jako antioxida¢ni ¢inidlo, a naslednym
spektrofotometrickym stanovenim. Stanoveni probihalo tak, Ze do 10ml kédinek byly
piipraveny roztoky o objemu 4 ml. Jednalo se o koncentra¢ni fadu v rozmezi 2—10 mg-ml’!
pro kazdy hydrolyzat (kufeci, jeleni, kapii). Pro kazdy vzorek hydrolyzatu bylo pfipraveno
5 koncentraci lisicich se o 2 mg-ml ™!, celkem tedy bylo pfipraveno 15 roztoki. Vzorky byly
pfipraveny rozpusténim piislusnych navazek v destilované vod¢ a naslednym zahiatim na
cca 45 °C do uplného rozpusténi. Dale byl ptipraven 1 10,2 mM roztoku DPPH rozpusténim
navazky v 1 1 odmérné bance v 96% ethanolu. Nésledn€ byla méfena absorbance roztoku

DPPH pii 517 nm na spektrofotometru Helios (Thermo Fisher Scientific). Pro samotné
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méfeni absorbance byly piipraveny roztoky z kazdého jednoho roztoku koncentracni fady.
Do 10 ml kadinek byl pipetovan vzdy 1 ml roztoku hydrolyzatu o dané koncentraci
(2,4, 6,8a10mgml"), dale 1 ml 96% ethanolu a 0,25 ml 0,2 mM roztoku DPPH. K4dinky
byly nasledné po dobu 30 minut uschovany ve tm¢. Po uplynuti této doby byla pro kazdy
vzorek meéfena absorbance na spektrofotometru Helios pfi vinové délce 517 nm.
Z vyslednych hodnot absorbance byla podle nasledujiciho vztahu vypocitana antioxidacni

aktivita (12):

AA = 22EPiTAvz 100 (o) (12)

AppPH

kde:
Apppn — absorbance 0,2 mM roztoku DPPH v ethanolu [-]

Ay, — absorbance vzorku s ethanolem a DPPH po 30 minutach [-]

6.6.6 Povrchové napéti

Povrchové napéti bylo méfeno na tenziometru EasyDyne K20 (Kriiss) na vzorcich tii
pripravenych hydrolyzata. Z kazdého vzorku hydrolyzatu byly ptipraveny dvé koncentrace
(0,5 a 1,5 %) o objemu 20 ml. Vzorky byly pfipraveny navazenim ptislusného hydrolyzatu
a pfidanim demineralizované vody do objemu 20 ml. Nésledné byly michdny a zahtivany na
magnetické michacce, dokud nebyl hydrolyzat fadné rozpustén a poté ponechédn v lednici.
Pted samotnym métenim byly vzorky roztokti hydrolyzati vytazeny z lednice a ponechany
cca hodinu pfi teploté 22 + 1 °C. Tenziometr byl nejprve zapnut, nasledné kalibrovan na
demineralizovanou vodu, jejiz povrchové napéti €inilo 72,30 + 0,02 mN-m'. Do misky byl
prelit vzorek roztoku pfisluSného KH a byla umistén na tenziometr, Wilhelmyho desticka
byla oplachnuta demineralizovanou vodou a nasledné acetonem, vyZzihdna a ponechéna
k vychladnuti, nasledné byla umisténa na hacek tenziometru. Po ustdleni desticky byla
Sroubem s posuvem miska se vzorkem pfisunuta tak, aby byla desti¢ka co nejblize k hladiné
vzorku. Bylo zméfeno povrchové napéti. Z displeje byly nasledné zapsany hodnoty
povrchového napéti, chyba méfeni a teplota. Pro kazdy vzorek byly méfeny dvé hodnoty
povrchového napéti, ze kterych byl néasledné vypocitan aritmeticky primér. Mezi vSemi

meéfenimi byla vzdy fadné oplachnuta a vyzihdna Wilhelmyho desticka.
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6.6.7 Kontaktni uhel

Me¢teni kontaktniho uhlu probihalo na pfistroji Drop Angle Meter DM 300 (Courage &
Khazaka electronics), kterym je mozné métit kosmetické formulace pfimo na kiizi. Vzorky,
které byly pro méfeni kontaktniho thlu pouzity byly stejné jako ty pii méfeni povrchového
nap¢ti (viz kapitola 5.6.6). Nejprve probihalo zkuSebni méteni kapky. Nastavilo se tak misto,
do kterého byla vzdy kapnuta kapka vzorku. Vzorek byl davkovan v mnozstvi 40 pl.
V software Drop Angle Meter (Courage & Khazaka electronics) byla nastavena kritéria
méieni a také v ném byla vyfocena kapka piislusného vzorku. Ta byla spolecné s vyslednymi

kontaktnimi thly uloZena.

6.7 Priprava formulaci s obsahem kolagenniho hydrolyzatu

Pro aplikaci kolagennich hydrolyzati do kosmetickych formulaci byly vybrany dva typy
formulaci, pfesnéji emulzni a gelové. Piidavky kolagennich hydrolyzatt ve formulacich byly
v obsahu 0,5 a 1,5 % pro kazdy druh kolagenniho hydrolyzatu. Pfipraveny byly také gelové
1 emulzni formulce bez pfidavku KH, které slouzily jako kontrola. Celkem bylo tedy
ptipraveno 14 kosmetickych formulaci. Jejich ptiprava probihala odlisnym zpiisobem, ktery

bude popsana dale.

6.7.1 Priprava emulznich formulaci

Slozeni emulznich formulaci je uvedeno viz Tab. 1. Prvnim krokem bylo navaZeni
jednotlivych tukovych surovin do kovové misky a jejich umisténi do vodni 14zné, dokud
nedoslo k jejich rozpusténi (cca 55 °C). Déle byly do kddinky o objemu 100 ml navazeny
ostatni suroviny, které tvofily fazi vodnou a ty byly ndsledné umistény na magnetické
michadlo s ohfevem. KdyZ dosahla teplota rozpusténych smési 60 + 1 °C, byla vodna faze
pfimichdvana k tukové za stdlého michani ru¢nim mini mixérem, dokud nedoSlo ke
zchladnuti celé emulze. Celkové byly emulze pfipravovany v navaZzce 100 g. Emulze byly

nasledné premistény do uzaviratelnych plastovych kelimka a ponechany v lednici.
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Tabulka 1 Ramcové slozeni emulzni formulace

surovina obsah [%]
mandlovy olej 10
bambucké maslo 4
vceli vosk 2
kakaové maslo 2
ricinovy olej 2
olivoil 8
glycerol 4
dermosoft 2
methylparaben 0,2
propylparaben 0,1
kolagenni hydrolyzat 0,5/1,5
voda ad 100

6.7.2 Priprava gelovych formulaci

Ptiprava gelovych formulaci se od pfipravy formulaci emulznich lisila. Rdmcové sloZeni
vSech gelovych formulaci je uvedeno v Tab. 2 a celkovéd navazka ¢inila 100 g. Pfiprava
formulaci s ptidavkem kuteciho KH probihala tak, ze navazeny karbomer (Polygel CA) byl
ponechan s 60 % demineralizované vody v kddince o objemu 250 ml po dobu 24 hodin
k dostate¢nému nabotndni. Po 24 hodinach byla ke karbomeru pfiddana zbyld cast
demineralizované vody s rozpuSténym kolagennim hydrolyzdtem, methylparabenem
a propylparabenem. Tato smés byla promichana ty¢inkou a po kapkach k ni byl ptidavan 5%
roztok hydroxidu sodného. V pribéhu piidavani roztoku hydroxidu sodného byly
vpichovym pH metrem pozorovany zmény v hodnotach pH. Pfidavkem hydroxidu sodného
doslo k posupnému tuhnuti gelu, dochazi k sitovani fetézct karbomeru vlivem zvysujiciho
se pH. Po pfidani veskerého roztoku NaOH byly formulace promichéany, bylo zméfeno jejich
pH pomoci vpichového pH metru a byly pfemistény v uzaviratelnych plastovych kelimcich
do lednice. Postup s pfidavky jeleniho a kaptiho hydrolyzatu byl odlisny z diivodu tvorby
srazenin pii dodrzeni postupu pro kuieci KH. Pfi ptipravé gelovych formulaci s pfidavkem
jeleniho a kaptiho KH byl navdzen karbomer spolecné s KH a byl ponechdn botnat po dobu
24 hodin s celym obsahem vody. Po 24 hodinach byly ke smési ptidany oba parabeny, sm¢s
byla promichana a po kapkach k ni byl pfidavan roztok hydroxidu do hodnot pH cca 6.
V priibéhu byly pozorovany zmény pH pomoci vpichového pH metru. Vyrobené gelové

formulace pak byly v uzaviratelnych plastovych kelimcich uschovéany v lednici.
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Tabulka 2 Ramcové slozeni gelové formulace

surovina obsah [%]
polygel CA 0,6
methylparaben 0,2
propylparaben 0,1
kolagenni hydrolyzat 0,5/1,5
5% roztok NaOH 3
voda ad 100

6.8 Charakterizace kosmetickych formulaci k obsahem kolagenniho
hydrolyzatu

Ptipravené kosmetické formulace s obsahem kolagenniho hydrolyzatu byly testovany
z hlediska mikrobiologického, dale dle uéinkii na kiizi pozorovanych na volarni strané
ptedlokti u dobrovolnikl, podle svych senzorickych vlastnosti, viskozity a antioxida¢ni

aktivity.

6.8.1 Priprava fyziologického roztoku pro mikrobiologické testovani

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 3,6 g NaCl do sklenéné infuzni lahve o objemu
500 ml, doplnénim demineralizované vody do objemu 400 ml. Lahev s povolenym vickem

byla sterilizovéna v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

6.8.2 Priprava Zivnych pid pro mikrobiologické testovani

PCA ptda byla ptipravena navazenim 9,4 g Plate Count Agar do 500 ml sklenéné lahve,
doplnénim destilované vody do objemu 400 ml. ChYGA byla pfipravena navazenim 16 g
Chloramhenicol Yeast Glucose Agar do 500 ml sklenéné lahve, doplnénim destilované vody
do objemu 400 ml. Nutrient Agar byl pfipraven navazenim 5,2 g Nutrient Broth a 6 g Agar
Agar do 500 ml lahve a doplnénim do objemu 400 ml destilovanou vodou. Uzaviené lahve
byly autokldvovany a po vychladnuti na cca 60 °C byly nalévany na plastovych Petriho

misek, které byly po zatuhnuti uchovavéany v lednici dnem vzhtru.
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6.8.3 Mikrobiologické testovani

Testovani bylo rozdéleno do dvou casti. Prvni znich bylo stanoveni celkového poctu
mikroorganismii (MO). Stanoveni probihalo tak, Ze jednotlivé vzorky emulznich i gelovych
formulaci byly desitkové nafedény navazenim 0,1 g vzorku do eppendorfovy zkumavky
a poté bylo pfidano 900 pl fyziologického roztoku. Eppendorfovy zkumavky byly nasledné
4 minuty homogenizovany na vortexovém mixéru VX-200 pii 3000 ot/min. Cely obsah
eppendorfovych zkumavek byl napipetovan do sterilnich kaliski pomoci mikropipety. Tato
suspenze byla nasledné¢ davkovana pomoci Spiral Plateru (IUL Instruments) na dva druhy
agari, PCA — Plate Count Agar, ktery slouzi ke sledovani CPM (celkového poctu
mikroorgasnimi), a ChY GA — Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, na kterych je sledovan
pocet kvasinek a plisni. Kazdy vzorek krému i gelu byl davkovan na dvé Petriho misky pro
reprodukovatelnost vysledkt. Kultivace Petriho misek s PCA agarem probihala po dobu
48 hodin v termostatu BIO BT 120 pti 30 £ 1 °C. Petriho misky s ChYGA agary byly
kultivovany po dobu 5 dni pti 25 + 1 °C.

Druhym testem bylo pfezivani bakterie Pseudomonas aeruginosa v ptipravenych KP. Do
sterilni zkumavky bylo navdZzeno 5 g vzorku, pfiddno 50 pl pfipravené suspenze
P. aeruginosa o hustoté 1,5-10% CFU/g a bylo asepticky homogenizovano. Nasledné bylo
z kazdého vzorku ihned provedeno kultivac¢ni stanoveni poctu zivotaschopnych bunck.
Vlastni stanoveni probihalo obdobné jako u vySe popsané¢ho stanoveni CPM, tedy bylo
odebrano cca 0,1 g do eppendorfovy zkumavky a bylo pfiddno 900 pl fyziologického
roztoku, homogenizovano na vortexovém mixéru VX-200 pii 3000 ot/min po dobu 4 minut,
inokulovano pomoci Spiral Plateru na plidy s Nutrient agarem. Kazdy vzorek krému 1 gelu
byl davkovan na dvé¢ Petriho misky pro reprodukovatelnost vysledkt. Kultivace probihala
v termostatu Memmert pii 37 £ 1 °C po dobu 24 hodin. Pro vyhodnoceni poc¢tu kolonii byl
pouzit ptistroj Sphere Flash (IUL Instruments), pokud byl pocet kolonii nizky byly pocitany
pouhym okem. Vzorky inokulované bakterii Pseudomonas aeruginosa byly uschovavany
pii laboratorni teploté a stanoveni zivotaschopnych bakterii bylo opakovano po 14 a po 60

dnech.

Vsechny vysledné pocty kolonii byly podle nasledujiciho vztahu (13) pifepocitany na
jednotky CFU/g:

CFU/g _ pocet kolonii (13)

fedici faktor x objem kultury [ml]
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6.8.4 Priprava fyziologického roztoku a 0,5% roztoku SDS pro in vivo méreni

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 2,25 g NaCl, kvantitativnim pfevedenim do
250 ml odmérné baiky a doplnénim po rysku demineralizovanou vodou. Nasledn¢ bylo
navazeno 1,25 g SDS, rozpusténo v malém mnozstvi fyziologického roztoku, kvantitativné

ptevedeno do 250 ml odmérné banky a doplnéno demineralizovanou vodou po rysku.

6.8.5 In vivo méreni kosmetickych formulaci

Utinek piipravenych emulznich i gelovych formulaci s pi¥idavkem KH na hydrataci,
transepidermalni ztratu vody a pH byl zjiStovan na skupiné dobrovolnikii. Soubor
dobrovolniki byl tvofen 8 Zenami ve vékovém rozmezi 24,1 + 1,4 let. Pied za¢atkem méteni
byly vSechny dobrovolnice sezndmeny s pribéhem experimentu a s moznymi riziky,
vyplnily dotaznik (Pfiloha I) zjist'ujici jejich zdravotni stav a podepsaly individuélni
informovany souhlas (Pfiloha II). Méfeni probihalo v klimatizované mistnosti pii teploté 24
+ 1 °C arelativni vlhkosti 37 =4 % po dobu ti'i dnt. Prvni den byla dobrovolnicim odmasténa
pokozka volarni strany pfedlokti pomoci 0,5% roztoku SDS ve fyziologickém roztoku, ktery
byl pfipraven dle postupu viz 6.8.4. Odmasténi volarni strany ptedlokti bylo provadéno
pomoci prouzkil filtracniho papiru o rozmérech 4 X 2 cm, které byly napustény 0,5%
roztokem SDS ve fyziologickém roztoku. Prouzky byly poloZeny na volarni stranu predlokti
a ptelepeny naplasti (Obr. 7A). Odmasténi probihalo po dobu 4 hodin. Odmasténa mista byla
nasledné oznacena fixem (Obr. 7B). Na kazdé¢ ruce bylo odmasténo celkem 8 ploch. Prvni
misto na levé ruce slouZilo jako kontrolni a bylo pouze odmasténo, dale na n¢j nebyl nanaSen
zadny ze vzorkl a slouZzilo jako kontrola obnovy stavu kiize po odmasténi. Prvni misto na
pravé ruce slouzilo jako kontrola pfirozeného stavu kiize dobrovolnic a nebylo tedy ani
odmasténo. Dale byly vzorky nanéseny od téch s piidavkem kuteciho hydrolyzatu (2. a 3.
misto), ptes ty s pfidavkem jeleniho hydrolyzatu (4. a 5. misto) az po ty s pfidavkem kapiiho
hydrolyzatu (6. a 7. misto). Nejprve vzdy s 0,5% ptidavkem, nasledné s 1,5% piidavkem
KH. Na 8. misto kazd¢é ruky byla vZzdy nanesena formulace bez ptidavku KH. Na levé ruce
dobrovolnic byly nanaSeny emulzni formulace, na pravé ruce byly nanaSeny formulace

gelové. (Obr. 7C).
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Obrazek 7 Volarni strana piedlokti dobrovolnice v pribéhu in vivo méfeni, A =
zalepené Casti v prib¢hu odmast'ovani, B = ozna¢end mista pro nanaseni formulaci,
C = po naneseni vzorkl

Nasledovalo méteni hydratace, transepidermalni ztraty vody a pH pomoci MPA stanice.
Byly vyuzivany sondy méfici hydrataci, transepidermalni ztratu vody a pH. Hydratace byla
meéfena sondou Corneometr CM 825 a bylo vzdy zaznamenano 5 hodnot. Pro méteni TEWL
byl vyuzit Tewametr TM 300 a méteno bylo vzdy 20 hodnot. Pomoci pH metru 905 byla
vzdy zaznamenana jedna hodnota pH. Vzorky pfipravenych emulzi a gelt byly nabrany do
injekéni stiikacky a ulozeny do exsikatoru. Nésledné byly aplikovany na vyznacené plochy
(mimo prvni mista na kazdé ruce) injekéni stiikackou v objemu 0,1 ml a pomoci plastové
hokejky byly rozetieny po celé vyznacené ploSe. Méteni hydratace, TEWL a pH kazdé
plochy bylo nésledné opakovédno po 1, 2, 3, 4, 24 a 48 hodinach od aplikace vzork.
Vysledky byly nasledné zpracovavany pomoci softwareMicrosoft Office Excel. Z hodnot
namétfenych pro TEWL bylo prvnich 5 zanedbano pro zvyseni ptesnosti méfeni. U hodnot
nameétfenych pro hydrataci a pH byly dle Dean—Dixonova testu odstranény odlehlé hodnoty.
Ze vSech méfeni byl vypocitan aritmeticky primér a smérodatnd odchylka. Vysledné
hodnoty hydratace, TEWL a pH byly porovnany se stupnicemi fyziologické hydratace,
TEWL a pH, které jsou uvedeny v Tab. 3,4 a 5.
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Tabulka 3 Fyziologicka stupnice hydratace pokozky

hodnoty hydratace [k. j.] | oznadeni stavu pokozky
45 a vyssi normalni
3040 sucha
29 a nizsi velmi sucha

Tabulka 4 Fyziologicka stupnice TEWL pokozky

hodnoty TEWL [g:-m>-h"!] | oznadeni stavu pokozky
9 a nizsi velmi dobry
10-14 dobry
15-25 normalni
25 a vyssi nepiiznivy

Tabulka 5 Fyziologicka stupnice pH pokozky

hodnoty pH [-] | oznadeni stavu pokoZky
3,543 kysely
4,3-5,5 neutralni
5,5-6.,5 zasadity

6.8.6 Senzoricka analyza

Senzorické hodnoceni bylo provadéno v laboratorni mistnosti pfi teploté¢ 24 + 1 °C, pfi
relativni vlhkosti 40 £ 5 %, za pfistupu denniho svétla. Hodnotiteliim byly pfipraveny vzorky
(viz Obr. 8), tyCinky, sklicko, ubrousky a senzoricky dotaznik (Ptiloha III) do kterého
zaznamenavali vysledky zv1ast’ pro emulzni a gelové formulace. V obou souborech byly
vzorky oznaceny A az G (vzdy dvé koncentrace pro tii rizné kolagenni hydrolyzaty +
formulace bez KH) a byly porovnavany potfadovymi zkouSkami dle 5 rtznych faktord,

roztiratelnosti, vsttebatelnosti, barvy, ving a celkové uzivatelské preference.
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Obrazek 8 Vzorky pro senzorické hodnoceni, emulzni formulace v horni ¢asti, gelové

v dolni ¢asti, oznaceni formulaci — A = 0,5 % kuteciho KH, B = bez ptidavku KH, C =

0,5 % jeleniho KH, D = 0,5 % rybiho KH, E = 1,5 % kufeciho KH, F = 1,5 % jeleniho
KH, G = 1,5 % kaptiho KH

Hodnotitel¢ vzorky posuzovali nanesenim na hibet ruky nebo na sklicko a ptifazovaly
vzorkiim &isla od 1 do 7 podle vybranych znakt. Cislo 1 ozna¢oval nejlépe roztiratelny
a vstiebatelny vzorek nejsvétlejsi barvy, nejpfijemnéjsi viné a nejvice preferovany
hodnotitelem. Cislo 7 naopak nejhiife roztiratelny a vstiebatelny vzorek nejtmavsi barvy,
nejméné piijemné viné a nejméné preferovany hodnotitelem. VSem vzorkiim muselo byt
pfifazeno jedno z Cisel, jelikoz se jednalo o zkouSku s nucenou volbou. Pfifazené Ciselné
hodnoty u jednotlivych vzorki byly nasledné zpracovavany v Microsoft Office Excel a byly
podrobeny Friedmanovu testu, ktery posoudi, zda jsou mezi vzorky statisticky vyznamné
rozdily. Pokud ano, Némenyiho metodou Ize nasledné zjistit, jaké dvojice tyto statisticky

vyznamné rozdily vykazuji. Testovaci kritérium Friedmanova testu (14):

12

FR = nR(R41)

R.T?P=3n-(R+1) (14)

kde:
n — pocet posuzovatela
R — pocet posuzovanych vzorka

T:? — druhd mocnina sumy souétu potadi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

6.8.7 Viskozita

Me¢teni viskozity pfipravenych emulznich a gelovych formulaci probihalo za pomoci
rotacniho viskozimetru Myr V2-L (Viscotech). Pro méfeni gelti byl pouzivan specialni
nastavec na gely a spindly nesouci oznaceni PF, PE a PC. Pro méfeni krémi byly vyuzivany
spindly L3 a L4. Vlastni méfeni probihalo vzdy tak, ze vzorky byly pfed méfenim vytazeny
z lednice a cca jednu hodinu byly ponechdny v laboratofi pii teploté 23 + 1 °C, pfti které
nasledn¢ probihalo meétfeni viskozity. V software VISCOSOFTPLUS byly nastaveny
podminky méfeni a podle hodnoty tocivého momentu, ktera se pohybovala v oblasti 40—70
%, byl zvolen pocet otacek (RPM). Méteni probihalo v ¢asovém intervalu 500 s a celkem
bylo naméteno 250 hodnot. Nulové hodnoty byly v souboru zanedbany. Namétené hodnoty
byly zpracovavany v Microsoft Office Excel a byla u nich pocitdna primérna hodnota

a smérodatna odchylka.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Kolagenni hydrolyzaty ze tii zivo¢iSnych zdroji (kufeci zaludky, jeleni Slachy a kapii odpad)
byly v ramci této diplomové prace pfipraveny a dale zkoumény za vyuziti riznych metod
charakterizace, které ptiblizily jejich strukturu a ukazaly, zda a jak se jednotlivé vzorky
hydrolyzata lisi. Dale byly pfipraveny kosmetické formulace s pfidavkem jednotlivych
druhii KH, a to jak gelové, tak emulzni s riznym obsahem KH (0,5 % a 1,5 %). Tyto byly
nasledné také charakterizovany. ZjiStovana byla jejich mikrobiologicka stabilita, u¢inek

na klzi, dale byla provadéna jejich senzorické analyza a stanovovana jejich viskozita.

7.1 Priprava bilkovinnych produkti z tkani bohatych na kolagen

Ptiprava bilkovinnych produktti ztkani bohatych na kolagen probihala dle postupu
popsaného viz 6.5.1-6.5.3. Vyuzita byla metoda enzymatické extrakce (proteolyticky enzym
Protamex) pii teploté¢ 62,5 °C pro 3 rtizné typy tkani, a to kufeci Zaludky, jeleni Slachy
akapii odpad. Ve studii Juetal. [36] byla pfipravena i vldkna nativniho kolagenu z hovézich
Slach. Vyuzity byly dvé metody extrakce, enzymaticka za pomoci pepsinu a kyseld pomoci
kyseliny octové. Vysledna ucinnost extrakce Cinila 65 % pro enzymatickou hydrolyzu a
57 % pro kyselou hydrolyzu. Enzymatickd hydrolyza za pouZziti enzymu Alcalase byla
aplikovana ve studii Halim a Sarbon [37] kde byl kolagen ziskavan z HrdloZabiika bilého
(ryZového uhote). Extrakce probihala pii teplot¢ 50 °C po dobu 84 minut, enzym byl
pridavan v koncentraci 2,26 % na mnozstvi proteinu, pH bylo udrzovano na hodnot¢ 7,89.
Utinnost reakce ¢&inila 6,79 %. Akram a Zhang [38] zase ve své studii sledovali vliv
ultrasonikace na Uc¢innost extrakce kolagenu typu II z kufecich chrupavek. Nejvyssiho
vytézku bylo dosazeno ultrasonikaci po dobu 36 minut a Uc¢innost extrakce Cinila 84 %.
Skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) byla prokazana triple-helikalni struktura.
Zmény sekundarni struktury byly pozorovany pii del§i dobé& ultrasonikace. Ve studii Kassem
a El-Shemy [39] extrahovali proteinovy hydrolyzat z ¢inénych odpadt kiize. Vyuzita byla

metoda kysel¢ i alkalické extrakce. Hydrolyzat byl sloZen ptevdzné z kolagennich vldken.

Cely proces piipravy naSich kolagennich hydrolyzath byl nasledné zhodnocen vypoctem
ucinnosti extrakce a bilan¢ni chyby. Z diivodu nedostatku vychozi suroviny pro pfipravu
jeleniho hydrolyzatu byl pouzit hydrolyzat jiz dfive pfipraveny v ramci diplomové prace
Bc. Jakuba Dvotdka a nebyla tedy u néj stanovovana Uc¢innost extrakce a bilan¢ni chyba.
Vysledné hodnoty pro hydrolyzat z kutecich zaludki (oznaceni kuteci) a kaptiho odpadu

(oznacen kapfi) jsou zaznamenany v Tab. 6.
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Tabulka 6 Hodnoty pro vypocet G€innosti extrakce a bilan¢ni chyby

hmotnost [g] . o uéinnost
vstupni | kolagenni | nerozloZeny bilance | bilanni chyba extrakce n
” 0 (1)
surovina | produkty podil ubytek | B [%] BCH [%] [%o]
kuieci 81,2 26,7 32,4 22,1 72,8 27,2 32,9
kapii 60,8 9,7 40,7 10,4 82,9 17,1 16,0

Utinnost extrakce byla v obou piipadech pomé&mé nizka, pro kufeci KH ¢inila 33 %, pro
kapii KH 16 %. Tato skute¢nost mohla byt zptisobena ubytky vychozi suroviny v prubéhu
piipravy KH (pfedevsim béhem promyvani), dale pak nedostatenym rozlozenim veskeré
vstupni suroviny. U KH z kaptiho odpadu doslo k velkému ubytku pii findlnim suseni filmi
a také nedoslo k dostatecnému rozlozeni suroviny, jelikoz se jednalo o smés zbytkd ze
zpracovani kapri (velké mnozstvi kosti, kiizi apod.), z tohoto diivodu byla vysledna u¢innost
extrakce niz8i nez v ptipadé KH z kufecich Zaludkii. Bilan¢ni chyba byla vyssi pro KH
pfipraveny z kufecich zaludkl, v pribéhu ptipravy doSlo k velkému ubytku suroviny
(22,1 %). Grafické znazornéni bilan¢ni chyby je na Obr. 9 a 10. Ve studii Prokopové et al.
[40] je uvedena uc¢innost extrakce pro pripravu KH a zelatin z kutecich zaludki s vysledkem
9,2 % pfti pouziti enzymu Protamex v mnozstvi 0,15 % na vstupni surovinu v susing a teploté
extrakce 62,5 °C. Bilanéni chyba zde byla nizsi, pfesné 7,2 %. Uinnost extrakce a mnozstvi
ziskaného kolagenniho hydrolyzatu je zavislé na typu a véku zvitete, ze které¢ho se surovina
ziskava a také na stupni zesit'ovani kolagenu ve tkani. Studie Chanmangkang et al. [41] uvadi
hodnoty ti¢innosti extrakce kolagennich produktti pomoci tfi riznych metod, vzdy za pomoci
ultrazvuku. Metoda extrakce kolagenu octem vykazovala ucinnost 9,80 + 0,27 %. Metoda
extrakce kolagenu kyselinou octovou vykazovala G¢innost 11,00 £ 0,10 %. Nejvyssi
ucinnost vykazovala metoda extrakce kolagenu pepsinem, jeji hodnota Cinila
14,94 £ 0,05 %. Vidal et al. [43] ziskali kolagen typu I z ov€ich a jehnécich vedlejSich
jateénich produktii. Uginnost extrakce &inila pro extrakci z ovei 18 % a pro extrakci z jehiat

12,5 %.
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= kolagenni produkty

nerozlozeny podil

= ubytek

Obrazek 9 Graf hmotnostni bilance piipravy kolagenniho hydrolyzéatu z kutecich Zaludka

m kolagenni produkty

nerozlozeny podil

40,7 = (bytek

Obrazek 10 Graf hmotnostni bilance ptipravy kolagenniho hydrolyzatu z kapiiho odpadu

Ptipravené kolagenni hydrolyzaty jsou zobrazeny viz Obr. 11.

Obrazek 11 Pfipravené kolagenni hydrolyzaty, KZ_1 = KH z kufecich Zaludki, JS_2 = KH
z jelenich §lach, KO 3 = KH z kapiiho odpadu
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7.2 Charakterizace kolagennich hydrolyzati

Vyrobené kolagenni hydrolyzaty byly charakterizovany pomoci nésledujicich metod:
stanoveni obsahu suSiny a popelovin a méfeni Cirosti roztoku. Dale také pH roztoku,
Hydrolyzéty jako sypké prasky byly zkoumany také metodou infracervené spektroskopie.
Pro zjisténi molekulové hmotnosti vzorki byla vybrana gelova permeacni chromatografie.

Teoretické pozadi téchto metod popisuje kapitola 3.

7.2.1 Stanoveni obsahu suSiny a popelovin

Vysledné hodnoty obsahu susiny a popelovin jsou shrnuty v Tab. 7. Mnozstvi susiny bylo
u vSech vzorkll vyss$i nez 90 %, nejvySSich hodnot suSiny vykazoval kapii hydrolyzat.
Mnozstvi popelovin ukazuje na obsah anorganickych latek extrahovanych z vychozi
tedy o velice Cisty materidl. Naopak nejvyssi obsah popelovin byl prokézan u KH z kaptiho
odpadu, a to 24,89 + 0,09 %. Surovina pro vyrobu kapiiho hydrolyzatu byla smési odpadnich
tkani, a které by mohly potencidlné zpiisobit problémy pii dalS$im pouziti tohoto KH.
Ve studii Kassem a El-Shemy [39] extrahovali proteinovy hydrolyzat z ¢inénych odpadi
ktize metodami kyselé a alkalické extrakce. Mnozstvi popelovin ¢inilo 10,28 %. Mnozstvi
popelovin ve vzorcich hydrolyzati z kutecich zaludkl ve studii Prokopové et al. [40] bylo
pfi obdobnych podminkach (enzym Protamex — 0,15 %, teplota extrakce — 62,5 °C)
stanoveno na 0,539 + 0,007 %. Odlisnost hodnot mliZze byt zplisobena jinym fyziologickym

stavem zvifete (stafim apod.), ze které¢ho byla dana tkan ziskdvana.

Tabulka 7 Namétené hodnoty obsahu suSiny a popelovin pro vzorky kolagennich

hydrolyzata
mnozstvi chyba mnozstvi chyba
suSiny [%] | méFeni [%] | popelovin [%] | méfeni [%]
kuieci 92,36 0,12 8,10 0,05
jeleni 92,9 0,09 0,66 0,06
kap¥i 95,87 0,02 24,89 0,09

7.2.2  Cirost a pH roztoku kolagenniho hydrolyzatu
Cirost byla méfena u 6,67% roztokti p¥isluinych kolagennich hydrolyzatl s vyuZitim méfeni
transmitance pfi vinové délce 640 nm, kdy byly porovnavany vzorky KH pted ¢iSténim a po

¢isténi. Cisténi bylo provedeno povafenim KH v destilované vodé a naslednym suSenim.
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Hodnoty transmitance jsou uvedeny v Tab. 8. Nejvyssi hodnota transmitance 5,3 % byla

naméfena pro jeleni hydrolyzat, vzorkem proslo nejvice svétla a jedna se tedy o vzorek

vvvvv

transmitanci 0,9 % vykazoval vzorek kaptiho KH, ktera se ale béhem ¢isténi také zvysila,

konkrétné se jednalo o 1% narist transmitance.

Tabulka 8 Namétené hodnoty transmitance pro vzorky KH

¢irost — transmitance [%]
druh KH | pred ¢isténim po Cisténi
kureci 2,8 3,6
jeleni 5,3 6,8
kapii 0,9 1,9

Hodnoty pH byly stanovovany na vzorcich vyuZitich pro stanoveni ¢irosti, tedy na 6,67%
roztocich. Tyto hodnoty pH shrnuje Tab. 9. Nejvyssi pH vykazoval jeleni KH, naopak
nejnizsi pH bylo zaznamendno u vzorku kapiiho KH. VSechny hodnoty pH se pohybovaly
v rozmezi od 5 do 7,5, jedna se tedy o oblast lehce kyselého az neutrdlniho pH, které je pro
pokozku ptirozené. Nutno zde podotknout, Ze zdmérem je vyuziti KH v kosmetickych

emulzich, kde budou vzdy ptidavany v koncentracich nizsich nez 6,67 %.

Tabulka 9 Hodnoty pH pro 6,67% roztoky vzorka KH

pH
kureci 6,72
jeleni 7,08
kapii 5,21

7.2.3 Infracervena spektroskopie

Metoda infracervené spektroskopie analyzuje strukturu vzorkd pomoci infracerveného
svétla. Vzorky byly pozorovany v oblasti 4000400 cm™. Vysledkem méfeni jsou spektra
zobrazujici piky typické pro vibrace vazeb, které se ve vzorcich vyskytuji. Mé€lo by se jednat
o vazby typické pro bilkoviny, konkrétné pro kolageny. Tyto typické piky jsou pro kolagenni
Zelatiny ¢i hydrolyzaty oznacovany jako pasy Amid A, Amid B a Amid I-III a maji urcité
rozmezi vInoCtl, pii kterych se ve spektru objevi. Objevuji se i dalSi piky, v oblasti
1440 cm™ pik pro vazbu COO", dale pak okolo 1380 cm™ piky typické pro CH» vazbu.
V oblasti niz8ich hodnot, okolo 1150 vazba NH3" a pro vazbu C—N se projevily piky v oblasti
1085 cm™ a 1030 cm™'. Naméfena spektra pro tii vzorky jsou zobrazeny na Obr. 12. Vyrazné

piky shrnuje Tab. 10.
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Obrazek 12 Infracervené spektrum
Tabulka 10 Hodnoty vlnoctii pro piky pfitomné v IR spektru
R rozmezi kuteci KH jeleni KH kapii KH
typicky ‘oo < X X
4s vinoctu vinocet vazba vinocet vazba vinocet vazba
p [em™] [cm] [cm™] [cm™]
Amid A | 3440-3300 - 3285 -NH -
. - 2936 2932
Amid B | 3080-2800 - 2364 CH; 2857 CH;
Amid I | 1750-1600 - - 1757 C=0
m B 1603 C=0 1636 C=0 1653
Amid IT | 1580-1500 1570 -NH 1521 -NH 1529 -NH
- 1436 COOr 1442 COO 1447 COO
- 1389 CH; 1397 CH; 1370 CH;
. - 1333 C-N, N-H -
Amid I | 13501200 = 2o TN | 1234 | CONLN-H | 1238 | C-N. N-H
- 1156 NH;* 1158 NH;* 1152 NH;*
- 1069 C-N 1082 C-N 1080 C-N
- - 1034 C-N 1024 C-N

Z tabulky 1 grafu je patrné, Ze mezi jednotlivymi vzorky existuji rozdily. Napftiklad pik 3285

cm’! se projevil pouze u vzorku jeleniho KH, u dalsich dvou p¥itomen nebyl. Tato skute¢nost

je zplsobena pfipravou kolagenniho hydrolyzatu. Jedna se o netfizenou hydrolyzu a procesy

rozplétani kolagennich vlaken a §tépeni vazeb nejsou u vSech vzorka stejné. Kazdy vzorek

ma tedy spektrum lehce odlisné a diky tomu se budou lisit 1 jejich molekulové hmotnosti.

Ve studii Chanmangkang et al. [41] analyzovaly kolagenni hydrolyzat pfipraveny extrakci

pomoci ultrazvuku ze §lach tunaka. FTIR (infraervena spektroskopie s Fourierovou

transformaci) analyza probihala na pfistroji Nicolet 6700FT-IR (Thermo Fisher Scientific,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

USA) v oblasti 400-4000 cm™ a bylo pofizeno 32 skendl. Byly rozeznany pasy piki typické
pro kolagen (Amid A, B, I, II a III), kter¢ se téméf shodovaly s piky uvedenymi v Tab. 10 a
prokazuji pfitomnost triple-helixu kolagenniho vlakna. Ahmad et al. [42] ve sv¢ studii vyuzil
analyzu FTIR ke stanoveni pfitomnych vazeb hydrolyzati kolagenu ziskanych z
ktze Buvola doméciho enzymatickou extrakci papainem a bromelainem. Na pfistroji FTIR
630 (Agilent Cary, USA) byla méfena IR spektra v rozmezi vino&tit 4504000 cm™'. Vyuzita
byla metoda ATR (zeslabené totalni reflektance). Vysledna spektra jsou shodnd s nasimi

naméfenymi, objevuji se piky typické pro kolagen ve stejnych pasmech vinoctt.

7.2.4 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie slouzi k zjisténi molekulové hmotnosti. Z analyzy se
ziska hmotnostné¢ primérna molekulova hmotnost My, a pocetné prumérna molekulova
hmotnost My. Z jejich podilu byl néasledné vypocitdn index polydisperzity (PDI), ktery
ukazuje na neuspoiadanost systému. Cim je vys§i, tim je systém vice neuspoiadany. Veskeré

hodnoty uvadi Tab. 11.

Tabulka 11 Hodnoty z GPC pro vzorky KH

Vzorek KH| M, [g'mol!] M, [g-mol!] PDI [-]

kufeci 95400 5900 16,2
jeleni 169000 28500 5,9
kapFi 7500 1000 7,9

Pro hodnoceni molekulové hmotnosti byla vybrana hmotnostné¢ primérnd molekulova
hmotnost. Nejvyssi hodnotu vykazoval jeleni hydrolyzat, u kterého se molekulova hmotnost
stile pohybovala v oblasti stovek tisic, presn&ji 169 000 g'mol™! (169 kDa). Hydrolyzou tedy
nedoslo k dostate¢nému rozpleteni a Stépeni kolagennich vldken. Molekulova hmotnost
kufeciho hydrolyzatu byla rovna 95 400 g-mol! (95,4 kDa), doslo tedy k vétsimu §tépeni,
vykazoval hydrolyzat z kaptiho odpadu, jehoZ molekulova hmotnost &inila 7500 g'mol™ (7,5
kDa). Metodou SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis —
polyakrilamidovd gelova elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym) byla stanovovana
molekulova hmotnost kolagenu ziskaného ze Slach tundka ve studii Chanmangkang et al.
[41]. Vzorky kolagenu rozpustné v octu a kyseliné octové vykazovaly ptitomnost molekul
o velikosti v rozmezi od 37 do 100 kDa. Vzorek kolagenu rozpustného v pepsinu vykazoval

pfitomnost molekulovych hmotnosti vyssich nez 50 kDa.Ve studii Vidal et al [43] byla
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metodou SDS-PAGE zjistovana také molekulova hmotnost kolagenu typu I pfipraveného
zovCich a jehnéCich jateCnich odpadl. Vyslednd molekulovd hmotnost se pohybovala
vrozmezi 5-100 kDa. Studie Xu et al. [44] analyzovala zase vlastnosti kolagenniho
hydrolyzatu ziskaného z jelenich Slach. Pro stanoveni molekulové hmotnosti byla vyuzita
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Byla vyuzita gelova kolona TSK G2000
SWXL o rozmérech 7.8 x 300 mm (Tosoh, Japonsko). Mobilni fazi byl 45% acetonitril,
ktery kolonou protékal rychlosti 0,5 ml-min™!. Detekce probihala p¥i 214 nm a teplota kolony
¢inila 35 °C. VSechny vzorky obsahovaly nejvétsi mnozstvi frakei s primérnou hmotnostni
molekulovou hmotnosti (Mw) v rozmezi od 1 do 3 kDa. Déle byly pfitomny frakce My nizsi
nez 1 kDa a vyssi nez 3 kDa. Pocet frakci s My od 1 do 3 kDa byl ptisobenim ultrazvuku
zvySovan, stejné jako pocet frakci o My nizsi nez 1 kDa. Ve studii Prokopova et al. [45] byla
také zjiStovana molekulova hmotnost pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC), kdy
ve vSech vzorcich byly nejvyse zastoupeny frakce molekulovych hmotnosti v rozmezi

0-80 kDa.

7.2.5 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita byla méfena dle postupu popsaném v kapitole 6.6.5. Absorbance
0,2mM roztoku DPPH c¢inila 1,972. Naméfené hodnoty absorbance a vypocitana
antioxidacni aktivita vSech vzorkl jsou uvedeny v Tab. 12. Dale jsou hodnoty antioxida¢ni

aktivity jednotlivych KH znazornény v grafech viz Obr. 13, 14 a 15.

Tabulka 12 Hodnoty absorbance a antioxidacni aktivity pro koncentra¢ni fadu vzorktt KH

druh Cyzorkii absorbance | antioxida¢ni
KH | [mg/ml] [-] aktivita [%]
2 0,457 76,83
5 4 0,896 54,56
L 6 1,002 49,19
= 8 1,327 32,71
10 1,451 26,42
2 0,675 65,77
- 4 0,817 58,57
< 6 1,273 35,45
= 8 1,393 29,36
10 1,457 26,12
2 0,291 85,24
- 4 0,362 81,64
= 6 0,391 80,17
~ 8 0,522 73,53
10 0,551 72,06
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Obrazek 13 Antioxida¢ni aktivita vzorkd kufecitho KH
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Obrazek 14 Antioxidacni aktivita vzorkl jelentho KH
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Obrazek 15 Antioxidacni aktivita vzorkt kapiiho KH
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Z vysledk je patrné, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval kapii kolagenni hydrolyzat
pfi koncentraci 2 mg:ml™!, konkrétng 85 %. Kufeci KH vykazoval nejvyssi antioxida¢ni
aktivitu ze vSech tfi vzorkli vykazoval vzorek jeleniho KH, konkrétné 66 %. U vSech vzorkl
se projevil stejny trend, a to, Ze se zvySujici se koncentraci KH dochdzelo ke snizeni
antioxidacni aktivity. U vzorkl kufeciho a jeleniho KH se hodnota posledni, tedy nejvyssi,
tj.10 mg-ml!, koncentrace pohybovala okolo 26 %. Kapti hydrolyzat vykazoval pozvolngjsi
snizovani AA a antioxidacni aktivita jeho nejvice koncentrovaného vzorku cinila 72 %.
Ve studii Xu et al. [44] byla metodou DPPH bzjistovana také antioxidacni aktivita roztokd
kolagenniho hydrolyzatu z jelenich §lach, a to v rozmezi koncentraci od 0,5 do 7,5 mg-ml™.
Nejvyssi AA byla naméfena pro vzorky, které byly oSetfovany ultrazvukem po dobu
60 minut. Se zvySujici se koncentraci byla zvySovéana antioxidacni aktivita v rozmezi od 20
(0,5 mg'ml) do 70 % (7,5 mg:ml!). Ve studii Prokopova et al. [45] byla zjisfovana
antioxidaéni aktivita kolagenniho hydrolyzatu z kufecich zaludkti metodou DPPH a ABTS.
Méteny byly roztoky kolagennich hydrolyzatii v koncentracich 2, 4, 6, 8 a 10 mg-ml™.
Metodou DPPH byly ziskdny hodnoty AA v rozmezi od 70 do 77 %. Ke zvySovani AA
dochazelo se zvysujici se koncentraci kolagenniho hydrolyzatu v roztoku. Metodou ABTS
byly ziskdny hodnoty od 82 do 95 %, zvySovani bylo opét zavislé na zvySovani koncentrace
hydrolyzatu v roztoku. Yu et al. [46] extrahoval kolagenni produkty z kizi ryb (okouna,
amura a tilapie) s vyuZitim 5 riznych metod, a to soli za sucha, soli za mokra, pepsinem,
kyselinou a pomoci teploty. Metodou DPPH a FRAP stanovili antioxida¢ni aktivitu 10%
roztokli hydrolyzatu v demineralizované vodé. Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly

kolagenni produkty extrahované soli za sucha, jejichz hodnoty se pohybovaly nad 75 %.

7.2.6 Povrchové napéti a kontaktni uhel
V Tab. 13 jsou zaznamenany hodnoty povrchového napéti pro jednotlivé vzorky KH.

Tabulka 13 Vysledné hodnoty povrchového napéti pro vzorky KH

vzorek koncentrace povrchové napéti | chyba méreni
KH | hydrolyzatu [%] [mN-m] [mN-m]
KuFeci 0,5 48,8 1,9
1,5 47,1 0,7
oleni 0,5 41,3 0,2
Jelent 1,5 452 13
kapfi 0,5 40,1 1,0
1,5 37,3 0,5
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Nejvyssi hodnota povrchového napéti 48,8 + 1,9 mN'm™ byla naméfena u 0,5% roztoku
kufectho KH. Se zvySenim koncentrace roztoku na 1,5 % doslo ke snizeni povrchového
napéti na 47,1 £ 0,7 mN-m™!. Podobné hodnoty vykazovaly i vzorky kapiiho KH, u kterého
doslo zvysenim koncentrace KH v roztoku také ke snizeni povrchového napéti. U vzorkt
kuteciho a kaptiho KH doslo tedy zvySenim koncentrace KH ke sniZzeni povrchového napéti,
u jeleniho KH byla situace opa¢na a zvySenim koncentrace doslo ke zvyseni povrchového
napéti z 41,3 £ 0.2 mN'm™! na 45,2 £ 1,3 mN-m"'. Nejniz$i naméfené povrchové napéti

37,3 £ 0,5 mN-m™! vykazoval vzorek 1,5% roztoku kaptiho hydrolyzatu.

Meéieni kontaktniho thlu 0,5 a 1,5% roztokd vzorkt KH probihala na volarni strané
predlokti. Naméiené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 14. Pro kazdy vzorek jsou dale zobrazeny

(Obr. 16-21) kapky 1 s naznacenim naméfenych vysek, §ifek a kontaktnich thla.

Tabulka 14 Hodnoty kontaktniho uhlu, vysky a Sitky kapky

vzorek | koncentrace kontaktni uhly [°] vySka kapKky | Sifka kapky
KH | hydrolyzatu [%] | L-© [°] | L-©1 [°] | R-O [°] | R-O1 [°] [mm] [mm]
0,5 38,1 19,1 38,1 19,1 5,4 1,0
kufeci
1,5 52,1 26,0 52,1 26,0 4,8 1,3
0,5 55,2 27,6 55,2 27,6 6,0 1,7
jeleni
1,5 53,7 26,9 53,7 26,9 7,4 2,0
0,5 63,0 31,5 63,0 31,5 5,6 1,8
kapii
1,5 44,0 22,0 44,0 22,0 5,5 1,2

Obrazek 16 Kapka 0,5% roztoku kufecitho KH na volarni ¢asti predlokti
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1.%5 mm

1=27.62°

Obrazek 19 Kapka 1,5% roztoku jeleniho KH na volérni ¢asti predlokti
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| R-©= 63.02°
51° =~

———————

byl tedy roztok kaptiho KH koncentrovanéjsi, tim byl naméfen i1 nizsi kontaktni thel.

U kuteciho kolagenniho hydrolyzatu byla situace opacnd, zvySenim koncentrace byl zvySen
naméfeny kontaktni thel a smaci tedy povrch nejlépe ze studovanych vzorkl. Jeleni
kolagenni hydrolyzat vykazoval v obou pfipadech hodnoty velmi blizké liSici se pouze
0 2,5°. VSechny naméfené kontaktni uhly jsou pod hodnotou 90° a jedna se tedy o roztoky,

které smaci povrch ktize.
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7.3 Priprava kosmetickych formulaci

Postupy piipravy kosmetickych formulaci, tj. emulzi a gelii, jsou popsany v kapitole 6.7.
U kazdé ptipravené formulace byla méfena vyslednd hodnota pH, hodnoty jsou shrnuty
v Tab. 15. U gelovych formulaci byly namétfeny vysledné hodnoty pH v rozmezi
od 5,4 do 6,3. Hodnoty pH emulznich formulaci byly lehce vyssi, a to konkrétné v rozmezi
6,0—6,6. Hodnoty pH obou pfipravenych formulaci Ize oznacit za lehce kyselé, jedna se tedy
o pripravky vhodné pro pouziti na kizi. Ve studii Danila et al. [47] byly zjistovany hodnoty
pH emulznich systému olej ve vodé (o/w) s pfidavkem niacinamidu a hydrolyzovaného

kolagenu ptipravené¢ho z hovézi dermis a vysledna pH byla v rozmezi od 5,10 do 6,02.

Tabulka 15 Hodnoty pH pfipravenych formulaci

vzorek | obsah KH gely krémy
KH [%] pH [-] pH [-]
Kufeci 0,5 6,3 6,0
1,5 5,4 6,3
jeleni 0,5 5,5 6,2
1,5 5,4 6,5
kapFi 0,5 6,3 6,1
1,5 6,1 6,2
bez KH 5,7 6,6

7.4 Charakterizace kosmetickych formulaci

Pro charakterizaci nami vyrobenych kosmetickych formulaci byly vybrany zakladni metody,
a to mikrobiologicky test a test stability, méfeni viskozity, charakterizace pomoci
bioiZzenyrskych neinvazivnich metod, tedy méteni hydratace, TEWL a pH klZe, a senzoricka

analyza.

7.4.1 Mikrobiologické testovani

Prvnim mikrobiologickym testem bylo stanoveni obecné mikrobidlni kontaminace, jejiz
postup je popsan v kap. 5.8.1. Po kultivaci na ptidach PCA (Obr. 22) a ChYGA (Obr. 23)
byly kontrolovany Petriho misky pro nartst bakterii, kvasinek a plisni. Nebyly pozorovany
7adné mikroorganismy v ramci detekéniho limitu 2 - 10? CFU/g pouzité metody. Na Obr. 22
jsou krouzkem oznaceny kolonie, které jsou diky své poloze oznacCeny jako kontaminace
z vn&jSiho prostiedi, nejednd se o nartist zplisobeny pritomnosti bakterii ¢1 plisni v krémech

nebo gelech. Podobné vysledky byly pozorovany i pii stanoveni kvasinek a plisni (Obr. 23).
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Vzorky kosmetickych formulaci jsou tedy z mikrobiologického hlediska bezpecné,

neprojevila se piitomnost Zzadnych mikroorganismi.

Kolagenni hydrolyzaty z kufecich zaludki byly testovany na pfitomnost mikroorganismii ve
studii Prokopova et al. [45]. Vyuzity byly rizné zivné ptudy, konkrétné¢ PCA (plate count
agar), TSA (tryptic soy agar), SDA (sabouraud dextrose agar) a VRBL (violet red bile
lactose) pro stanoveni riznych mikroorganismu a pro jejich identifikaci byla pouzita metoda
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight). Ve vzorcich byly
detekovany bakterie Brevibacillus agri, Bacillus flexus, Acinetobacter radioresistens,
Acinetobacter baumanii, Enterococcus faecium a Staphylococcus hominis. Vzhledem
k obdobné piipravé hydrolyzath i vychozi suroviné (kufeci zaludky) lze predpokladat
pfitomnost téchto mikroorganismi i1 ve vzorcich pfipravenych viz kapitola 6.5.
V potravinaiskych a kosmetickych aplikacich nesmi byt pfitomny mikroorganismy jako je
napt. Salmonella, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus nebo Listeria
monocytogenes. Ptitomnost téchto bakterii nebyla ve vzorcich hydrolyzatt studie Prokopova
et al. prokdzéna [45]. V ndmi vyrobenych emulznich a gelovych formulacich byl tedy
konzerva¢nim systémem potlacen rist veSkerych mikroorganismu, a tedy dle testu obecné
kontaminace se jednalo o formulace mikrobiologicky bezpecné. Emulzni systémy
s obsahem kolagenniho hydrolyzatu byly mikrobiologicky testovany, a to na zivnych ptidach
SDA (sabouraud dextrose agar) a CSBDA (casein soya bean digest agar) na piitomnost
aerobnich bakterii, plisni a kvasinek také v ramci studie Danild et al. [47]. Byl zjistén
celkovy pocet kolonii a nasledné vypocitany hodnoty CFU/g. U dvou vzorkl byla hodnota
CFU/g aerobnich bakterii rovna 3,33 a 6,66. Dle European pharmacopoeia (10. vydani) je
limitem hodnota 1 - 10> CFU/g. Hodnoty jsou niZ§i nez dany limit a jedn4 se tedy o vzorky
bezpecné [47]. Piitomnost kvasinek ¢i plisni se neprojevila. Nebyla prokdzana ani

ptitomnost S. aureus, E. coli ¢i P. aeruginosa.
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Obrazek 22 Petriho misky s PCA agarem a nanesenymi vzorky po
inkubaci, levy sloupec — emulzni formulace pod sebou setazeny
v potadi 0,5% kuteci KH, 1,5% kuteci KH, 0,5% jeleni KH, 1,5%
jeleni KH, 0,5% kapiti KH, 1,5% kapti KH a vzorek bez KH, pravy
sloupec — gelové formulace ve stejném potadi
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Obrazek 23 Petriho misky s ChY GA agarem a nanesenymi vzorky
po inkubaci, levy sloupec — emulzni formulace pod sebou sefazeny
v potadi 0,5% kuteci KH, 1,5% kuteci KH, 0,5% jeleni KH, 1,5%
jeleni KH, 0,5% kapti KH, 1,5% kapti KH a vzorek bez KH, pravy
sloupec — gelové formulace ve stejném potadi
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Druhym testem bylo piezivani bakterie Pseudomonas aeruginosa. Petriho misky po
kultivaci jsou zobrazeny na Obr. 24 a 25. Vysledné hodnoty CFU/g pro emulzni formulace
jsou uvedeny v Tab. 16. IThned po zaockovani P. aeruginosa byl pozorovan narast témer
u vSech vzorkli okolo hodnoty 5 - 10° CFU/g, pouze u vzorku emulze s 0,5%
pridavkem kaptiho KH byl nartst o ¥ad vyssi (1,1 - 10° CFU/g). Po 14 dnech byl nartist u
vSech vzorkl niz$i. Nejveétsi pokles byl zaznamenan u vzorku bez ptidavku KH, a to az na
hodnotu detek¢niho limitu, tudiz o vice nez pét fada. U vzorki s ptidavkem kapiiho KH byl
zaznamenan pokles o tfi fady. Vzorky s ptidavkem jeleniho hydrolyzatu vykazovaly po 14
dnech snizeni o 2 fady. Pro vzorek s 0,5% ptidavkem kufeciho KH byl zaznamenan pokles
o 2 tady. Vzorek s vyssim piidavkem kuteciho KH vykazoval pokles pouze o jeden tad.
Vzorek bez KH jiz nevykazoval pfitomnost bakterii, zatimco vzorky s pfidavkem KH ano,
lze tedy fici, ze kolagenni hydrolyzat je vyznamnym faktorem ovlivilujicim rist
a podporujici prezivani P. aeruginosa. Pii pouziti kolagenniho hydrolyzatu z zivocisSnych
zdrojii je nutné zvysit obsah konzerva¢niho systému a poskytnout KP fadnou ochranu. Po
60 dnech nebyl pozorovan nariist u Zadného ze vzorki, Ize tedy konstatovat, Ze hodnota
CFU/g byla niz$i nez 2 - 10°. Tato hodnota byla vypoétena dle pouzité metody roztirani
vzorkdli pomoci Spiral Plateru (IUL Instruments), pokud by byly vzorky roztirany jinou
metodou, mohl by byt limit nizsi. Testovani kosmetickych ptipravkl pro ucinnost jejich
konzervacniho systému popisuje ISO norma 11930 [48]. Dalsi organizace jako CTFA
(Cosmetic, Toiletry, and Fragrance Association), ASTM (American Society for Testing and
Materials), AOAC (Association of Analytical Communities), JP (Japanese Pharmacopoeia)
¢i EP/BP (European Pharmacopoeia/British Pharmacopoeia) vyvinuli dal§i metodické
postupy pro testovani u¢innosti konzervantli [49]. ISO 11930 popisuje metodiku testovani
ucinnosti konzervantii a dale popisuje postup hodnoceni celkové antimikrobidlni ochrany
KP, které nejsou hodnoceny jako nizkorizikové dle ISO 29621. Testovanymi
mikroorganismy jsou Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans a Aspergillus brasiliensis. Inokulum vySe zminénych mikroorganismii je
zaockovano do testovaného KP a v rdmci definovanych intervalti po dobu 28 dntl je stanovovan
pocet mikroorganismi, ktery je ndsledné ptepocitan na jednotku CFU/g ¢i CFU/ml. Tyto
jednotky jsou porovnany s minimalnimi ptipustnymi hodnotami. Pro P. aeruginosa musi byt
hodnota CFU/g nizs§i nez 10 v intervalech 7, 14, 21 a 28 dni od zaockovéni. Porovnanim
s hodnotami v Tab. 16, je patrné Ze emulzni formulace nevyhovuji tomuto kritériu a nelze je

oznacit jako bezpecné z hlediska dostate¢né ochrany pred mikrobialnim rizikem. U emulznich
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formulaci by bylo nutno tedy zvysit mnozstvi konzervantu a jeho mikrobiologickou t¢innost

testovat znovu.

Obrazek 24 Petriho misky s nanesenymi vzorky emulzi s P. aeruginosa v ¢asech 0

(ithned po zaockovani, prvni sloupec), 14 (po 14 dnech, druhy sloupec) a 60 (po 60
dnech, tieti sloupec), sefazeni vzorki po fadcich — 0,5% kuteci KH, 1,5% kuteci KH,
0,5% jeleni KH, 1,5% jeleni KH, 0,5% kapti KH, 1,5% kapii KH a vzorek bez KH
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Tabulka 16 Hodnoty CFU/g pro emulze formulace se zaockovanou P. aeruginosa

vzorek | ¢ (I)(H SFégs/eg
KH [%] ihned (0) | po 14 dnech (14) | po 60 dnech (60)
KuFeci 0,5 5,5-10° 3,3-10°
1,5 6,3-10° 1,3-10*
. . 0,5 4,110 1,2-10°
Jeleni T S 08 L,1-10° <210
KapFi 0,5 1,1-10° 6,1-10°
1,5 8,9-10° 7,0 - 102
bez KH 0 52-10° <2-10?

Vzorky gelli na Petriho miskéach jsou vyobrazeny nize na Obr. 25.Je patrné, ze na gelovych
formulacich k nartistu kolonii nedoslo v Zzadném testovaném case, hodnoty CFU/g jsou nizsi
nez 2 - 102 Jelikoz ISO 11930 uvadi limitni hodnotu nizs$i nez 10 CFU/g a limit pouzité
metody stanoveni Zivotaschopnych mikroorganismi je 2 - 10?, nelze pfesné vyhodnotit, zda
jsou dle tohoto kritéria KP bezpecné. Pokud by byla pouzita jind metoda, naptiklad roztér
hokejkou nefedéného vzorku, byl by limit dostate¢né snizen. Nicméné ve srovnani
s emulznimi vzorky je konzervaéni systém v gelovych formulacich vyrazné u¢innéjsi a je
mnozné navrhnout dokonce snizeni koncentrace konzervanti a nasledné testovani se

snizenym detek¢nim limitem pro zajisténi pozadavku dle ISO 11930.
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Obrazek 25 Petriho misky s nanesenymi vzorky gell s P. aeruginosa v ¢asech 0
(ihned po zaockovani, prvni sloupec), 14 (po 14 dnech, druhy sloupec) a 60 (po 60
dnech, treti sloupec), sefazeni vzorkil po fadcich — 0,5% kuteci KH, 1,5% kuteci KH,
0,5% jeleni KH, 1,5% jeleni KH, 0,5% kapti KH, 1,5% kapii KH a vzorek bez KH
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Vzhledem k nulovému mikrobiologickému nartistu u vzorkti gelti byl zjistovan fakt, zda se
jedna o ucinnost konzervantt ¢i o formu KP, ktera neumoziuje rist mikroorganismi. Proto
byly pfipraveny formulace emulzi 1 geli, které neobsahovaly Z4dné zamérné piidané
konzervacni slozky a byly nasledné podrobeny stejnému testu ptezivani P. aeruginosa.
Petriho misky se vzorky emulzi bez pfidaného konzervantu jsou zobrazeny na Obr. 26 a 27.
Z obrazkl je patrny masivni nariist u obou typt formulaci, ktery se navic v pribéhu
nasledujicich 60-ti dnii zvySoval. VSechny namétené hodnoty CFU/g lze tedy oznacit za

vyssinez 1 - 106,

Obrazek 26 Vzorky emulzi bez konzervanti v ¢ase 0 (prvni sloupec), 14 (druhy sloupec)
a 60 (tfeti sloupec), sefazeni vzorki po tadcich — 0,5% kuteci KH, 1,5% kuteci KH,
0,5% jeleni KH, 1,5% jeleni KH, 0,5% kapti KH, 1,5% kapii KH a vzorek bez KH
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Obrazek 27 Vzorky gelt bez konzervantl v ¢ase 0 (prvni sloupec), 14 (druhy sloupec) a
60 (tfeti sloupec), sefazeni vzork po fadcich — 0,5% kuieci KH, 1,5% kuteci KH, 0,5%
jeleni KH, 1,5% jeleni KH, 0,5% kapii KH, 1,5% kapiti KH a vzorek bez KH

Timto experimentem bylo ovéfeno, Ze zvoleny konzervacni systém je ucinnéj$i v ramci
gelovych formulaci. Naopak u emulznich formulaci by bylo nutné zvysit mnozstvi parabent,
aby bylo dosazeno dostate¢né bezpecnosti KP. Parabeny jsou rozpustné ve vodé, jejich
rozpustnost klesa s délkou alkylového fetézce. Pokud se jedna o emulzni systém, parabeny
jsou sice rozpustény ve vodné fazi béhem vyroby emulze, ale posléze piejdou do faze olejové
a je tak snizena jejich ti¢innost, ktera je dale snizovana béhem skladovani takovéto emulze.
Tento jev mize byt diivodem, pro¢ byl ve vzorcich emulzi vyssi pocet kolonii nez u vzorki

gelli. Parabeny byly tedy u¢innéjsi v gelovych formulacich nez v emulznich systémech [50].
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7.4.2 In vivo méfeni kosmetickych formulaci

Pro in vivo stanoveni byly hlavnimi méfenymi parametry hydratace, transepidermalni ztrata
vody (TEWL) a pH kze, a to na volarni stran¢ predlokti. VySe zminéné veliCiny byly
stanovovany ihned po odmasténi (¢as 0), a nasledné po aplikaci jednotlivych formulaci na
kazipo 1,2, 3 24 a 48 hodinach. Hodnoty v tabulkach a grafech jsou primérnymi hodnotami

celého souboru dobrovolniku.
Me¢éieni hydratace

Hydratace byla méfena korneometrem CM 625 (Courage & Khazaka Electronics) a vysledné
hodnoty pro soubor dobrovolnikii jsou uvedeny v nasledujicich tabulkéch a grafech. Métfena
byla také hodnota ptirozeného stavu klize volarni strany predlokti dobrovolnic, ze které byla
nasledné také vypocitana primérnd hodnota, ktera ¢inila pro tento soubor 34 k. j. a stav klize
1ze ohodnotit jako suchy (dle Tab. 3). Vliv gelovych formulaci na hydrataci kiize volarniho
predlokti je zndzornén v grafu (Obr. 28). Pfesné hodnoty hydratace namétené v Casovych
intervalech uvadi Tab. 17. V Tab. 18 jsou zaznamendny procentualni zmény oproti
hodnotdm v Case 0. V prvnich tfech hodinach doslo u vSech formulaci k poklesu hydratace.
Po 24 a 48 hodinach od aplikace vzorkli na kiizi se hydratace zvySila. Nejvyssi nartst

hydratace byl pozorovan u formulace bez ptidavku KH.

Tabulka 17 Hodnoty hydratace po aplikaci gelovych formulaci s pfidavkem KH

gely ¢as [h]
vorek | e |0 | 1 | 2 | 3 . | 24 | 48
KH hydratace [k. j.]

KuFec 0,5 28,0 | 17,5 [ 200 | 22,1 | 28,9 | 30,4
1,5 298 [ 17,1 | 198 | 20,5 | 33,2 | 32,7

jelen 0,5 296 | 17,7 | 20,0 | 22,1 | 30,6 | 33,3
1,5 28,7 | 165 | 17,9 | 20,1 | 29,8 | 32,7

kapi 0,5 254 [ 169 | 19,7 | 22,0 | 29,6 | 31,7
1,5 278 | 163 | 196 | 21,9 | 31,2 | 31,9

bez KH 0 274 | 157 | 18,8 | 20,3 | 35,9 | 35,0
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kureci jeleni kapfi bez KH
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Obrazek 28 Zména hydratace vlivem plsobeni gelovych formulaci na kizi

Tabulka 18 Procentualni zmény hydratace kize po aplikaci gelovych formulaci po 1, 2, 3,

24 a 48 hodinach
gely ¢as [h]
Vzlgg,k ¢ KH [%] 1| ,2 | 3 [ 24| 48
zmény hydratace [%]

KuFeci 0,5 -38 -28 221 3 9
1,5 -43 -34 -31 11 10

jeleni 0,5 -40 -32 -25 3 12
1,5 -43 -38 -30 4 14

Kapfi 0,5 -34 -23 -14 16 25
1,5 -41 -30 -21 12 15

bez KH 0 -43 -31 -26 31 28

Tab. 19 uvadi primérné hodnoty hydratace po aplikaci emulznich formulaci na kuzi, Obr.
29 zase znazornuje hodnoty hydratace graficky. V Tab. 20 jsou zaznamenany procentualni
zmény Vv hydrataci kGze v jednotlivych casovych intervalech. Je zde viditelny nartst
hydratace vlivem aplikovanych formulaci. Nejvyss$i narGst je po 1 hodiné od naneseni
naopak vzorek s 1,5% piidavkem jelenitho KH. Ostatni hodnoty hydrataci jsou srovnatelné
s nartstem hydratace zpisobenou emulzni formou vzorku bez ptidavku KH. Po 2 hodinach
byl opét u vzorku s 1,5% ptidavkem jeleniho KH. Po 3 hodinéch byla vyrazné zvysena
hydratace vlivem formulace s pfidavkem kaptiho KH, a to v obou koncentracich. Jedna se
0 KH s nejnizs$i molekulovou hmotnosti 7,5 kDa, ktery je schopny prostupovat skrz pokozku.

Po 24 a 48 hodinach od aplikace testovanych vzorkidl na kizi dochézelo k postupnému
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poklesu hydratace, a to u vSech vzorku, nejvyssi hodnoty vykazoval déle vzorek s 0,5%

ptidavkem kapiiho KH.

Tabulka 19 Hodnoty hydratace po aplikaci emulznich formulaci s pfidavkem KH

emulze ¢as [h]
vzorek 0 | 1 | 2 | 3 | 24 | 48
KH [¢
KH ¢ [%] hydratace [k. j.]

Kufeci 0,5 29,9 | 42,5 | 459 | 46,0 | 37,4 | 34,7

1,5 28,9 | 43,1 | 40,5 | 38,6 | 36,7 | 34,5

e 0,5 28,4 | 43,7 | 41,3 | 42,6 | 35,7 | 34,5
jeleni

1,5 29,4 | 36,3 | 36,4 | 40,0 | 37,7 | 35,2

"y 0,5 27,7 | 39,5 | 41,0 | 44,6 | 39,8 | 37,0
kapri

1,5 26,9 | 38,4 | 38,7 | 444 | 36,1 | 33,1

bez KH 0 28,4 | 41,1 | 41,4 | 42,7 | 383 | 37,6

60

50

4

o

3

o

2

o

hydratace [k. j.]

1

o

0

I

kureci

jeleni

ﬂIl IH

|| Iﬂl‘ Iﬂ"

bez KH

kapfi

mo

ml

m24
W48

Obrazek 29 Zména hydratace vlivem ptsobeni emulznich formulaci na kizi

Tabulka 20 Procentualni zmény hydratace kiiZze po aplikaci emulznich formulaci po 1, 2, 3,

24 a 48 hodinach
emulze ¢as [h]
1 2 3 24 48
vzorek ¢ KH [%] ‘ - ‘ ‘ ‘
KH zmény hydratace [%]
., 0,5 42 53 54 25 16
kureci
1,5 49 40 34 27 19
. , 0,5 54 45 50 26 21
jeleni
1,5 23 24 36 28 20
. 0,5 43 48 61 44 33
kapri
1,5 43 44 65 34 23
bez KH 45 46 50 35 32
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Vliv gelu s 1% ptidavkem kolagenniho hydrolyzatu pfipraveného z kutecich zaludkl byl
sledovan v ramci studie Prokopova et al. [51]. Soubor dobrovolniki byl v této studii tvoten
zenami ve véku 50 £ 9 let a gelova formulace jim byla aplikovana na levou 1 pravou stranu
periorbitalni oblasti spanku po dobu 2 mésicii. Hydratace byla méfena pomoci korneometru
CM 625 (Courage & Khazaka). Z vysledka vyplyva, ze doslo ke zvyseni hydratace o 11,82
a 9,45 %. Studie Janssens-Bocker et al. [52] zase vyuzila kolagen pfipraveny z hovézi kiize
pro piipravu pletové masky. Byl sledovan vliv na hydrataci 10 zen ve véku > 30 let.
Hydratace byla métfena na tiech riiznych mistech na obliceji pfed aplikaci a 15 a 120 minut
po aplikaci pletové masky. Celkova doba pouziti masky byla 20 minut. Po 15 minutach od
ukonceni aplikace byla hydratace zvySena o 16 %, po 120 minutdch doslo ke zvySeni
hydratace oproti stavu pted aplikaci masky o 11 %. Zmény hydratace pokozky oralni
suplementaci nizkomolekuldrniho kolagenu ziskaného z Supin tildpie byly sledovany ve
studii Seong et al. [53]. Jednalo se o randomizovanou, dvojit¢ zaslepenou, placebem
kontrolovanou studii na 100 dobrovolnicich ve véku od 35 do 60 let, z nichz polovina uzivala
kolagen typu I denné€ po dobu 12 tydnii a druha polovina uzivala placebo. Méfeni probihala
pted jeho pouZivanim a po 4, 8 a 12 tydnech od zacatku pouzivani. Vysledky ukézaly, ze

naméfend hydratace na volarni strané predlokti se po 12 tydnech zvysila o 2,5 %.

Meéteni TEWL

Transepidermalni ztrata vody (TEWL) byla mé&fena pomoci tewametremu TM 300 (Courage
& Khazaka Electronics). Byl sledovan vliv testovanych vzorkll (gelovych a emulznich
formulaci) na TEWL po jejich aplikaci na volarni stranu predlokti po 1, 2, 3, 24 a 48
hodinach od jejich aplikace a tyto hodnoty byly porovnévany s hodnotami naméfenymi po
odmasténi kize (Cas 0). Byla také naméfena hodnota kontrolniho mista, které nebylo
odmasténo, jez popisuje piirozeny stav pokozky. Tato hodnota ¢inila 10,9 gm?-h! a dle
stupnice viz Tab. 4 lze tento stav zhodnotit jako dobry. Naméfené hodnoty pro TEWL jsou
shrnuty v Tab. 21 a také na Obr. 30. V Tab. 22 jsou zaznamendny procentualni zmény
TEWL po aplikaci vSech gelovych formulaci na volarni stranu ptredlokti. Nejvyssi pokles
TEWL byl pozorovan u gelu s 1,5% ptidavkem jeleniho KH, nejmensi vliv na TEWL
vykazovala formulace s 0,5% ptidavkem kapiiho hydrolyzatu, kterd po 1, 2 a 48 hodinach
zvySila hodnotu TEWL. Vyssi pfidavek kapiiho hydrolyzatu (1,5 %) vykazoval lepsi

vysledky, které jsou ale srovnatelné s formulaci bez ptidavku KH. Ostatni formulace
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vykazovaly vysii pokles TEWL nez formulace bez KH. Ug¢inek kolagenniho hydrolyzatu

v gelové formulaci na snizeni transepidermalni ztraty vody byl tedy prokéazan.

Tabulka 21 Hodnoty TEWL po aplikaci gelovych formulaci s ptidavkem KH

gely ¢as [h]
0 | 1| 2]3]24]48
vzorek | ¢ KH [%] 71
TEWL [g'm™~*h"]
Cufeci 0,5 9577184948899
1
" 1,5 87 | 75 | 80 | 80 | 8.8 | 88
reni 0,5 91| 7483887479
1
] 1,5 89 | 7.1 | 78 | 7.4 | 7.4 | 823
o 0,5 78 | 8118075 73|81
apri
P 15 741671697176 72
bez KH 0 81|75 7874|8174
14
12
10 mo
F'Z 8 [ { 1 [ ml
l.E 6 2
o0
s 4 3
& 2 m24
0 w48
0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 0
kureci jeleni kapfi bez KH

Obrazek 30 Zména TEWL vlivem ptsobeni gelovych formulaci na ktzi

Tabulka 22 Procentualni zmé&ny TEWL po aplikaci gelovych formulaci po 1, 2, 3, 24 a 48

hodinach
gely ¢as [h]

1| 2] 3 |2] 48

vzorek | ¢ KH [%]

zmény TEWL [%)]

KuFeci 0,5 -19 | -11 0 -7 5
1,5 -14 | -9 -8 0 0
jeleni 0,5 -19 | -9 -3 | -18 | -14
1,5 20| -12 | -17 | -17 | -7
kapfi 0,5 3 2 -5 -6 4
1,5 -10 | -7 -4 3 -3
bez KH 0 -8 -4 -9 0 -8
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Déle byl pozorovan vliv emulznich formulaci na TEWL. Hodnoty jsou shrnuty v Tab. 23
a graficky znadzornény na Obr. 31. Tab. 24 uvadi procentualni zmény TEWL u emulznich
formulaci. Je patrny pokles u vSech vzorkl ve vSech Casech. Nejvyssi pokles se v kratkém
casovém intervalu projevil u emulzi bez KH, dale pak u vzorkt s piidavky kapiiho

hydrolyzatu. Ostatni vzorky vykazovaly pokles niz§i nez emulze bez ptidavku KH a nebyl

tak prokdzan jejich u€inek na TEWL kuze.

Tabulka 23 Hodnoty TEWL po aplikaci emulznich formulaci s ptidavkem KH

emulze ¢as [h]
vzorek 0 1 2 3 |24 | 48
KH ¢ KH [] I TEIVVL [gl.m-Z.lll-I] ‘
KuFeci 0,5 10,2 | 9,0 | 9,7 | 89 |10,4| 11,0
1,5 10,2 19,6 [ 93|97 (91| 95
jeleni 0,5 9,7 | 88 19,1189 (96| 9,0
1,5 97 [ 91186 |81|93] 87
Kapfi 0,5 97 | 87179189 85| 9,5
1,5 10,0 | 8,1 | 8,6 | 88 19,0 9,6
bez KH 10,4 | 83 | 84 | 9,1 | 95| 9,6

16
14
12

T 10

£ 8

So

~ 6

2 4

[

2
0

kureci

jeleni

(i

—
—

0,5

kapfi

il

mo

bez KH

Obrazek 31 Zména TEWL vlivem plisobeni emulznich formulaci na kiizi
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Tabulka 24 Procentualni zmény TEWL po aplikaci emulznich formulaci po 1, 2, 3, 24 a 48

hodinach
emulze ¢as [h]
vzorek 1 2 3 24 48
KH ¢ KH [%] ‘zmén)‘l TEW‘L [%] |
Kufeci 0,5 -12 | -5 | -13 2 7
1,5 -6 -9 -5 -11 -7
jeleni 0,5 -9 -6 -8 -1 -6
1,5 -5 -11 | -16 | -4 | -10
Kapii 0,5 -10 | -19 | -8 | -12 | -2
1,5 -19 | -14 | -12 | -10 | -5
bez KH 20 | -19 | -12 | -9 -7

Studie Prokopova et al. [51] zjiStovala také vliv gelové formulace s 1% ptidavkem
kolagenniho hydrolyzatu z kutecich zaludkit na TEWL. Soubor dobrovolnik vykazoval
po 2 mésicich pouzivani gelu s obsahem KH snizeni TEWL o 25,7 a 17,8 %. Ve studii
Janssens-Bocker et al. [52] byl zkoumdan vliv kolagenu z hovézi kiize v pletové masce.
Konkrétné byl sledovan vliv na TEWL u souboru 28 Zen ve véku 50—60 let. Masky byly
aplikovany na stranu volarniho ptedlokti ob den po dobu 28 dnt. Z vysledku bylo patrné, ze
zmény transepidermalni ztraty vody nebyly u testované pletové masky s obsahem KH
pozorovany. Lu et al. [54] zjjiStoval ucinky rybich kolagennich peptidi v ramci
randomizované, dvojité zaslepené, paralelné kontrolované studie po dobu 8 tydnl oralniho
uzivani 25 ml napoje WONDERLAB®. Soubor dobrovolnikii byl tvofen 70 Zenami.
Polovina uzivala misto kolagenniho napoje placebo sloZzené¢ z vody a dochucovadel. Nejvétsi
zastoupeni v rybim kolagenu vykazovaly frakce o molekulové hmotnosti My < 2000 Da.

Z vysledki vyplyva, ze po 8 tydnech uzivani doslo ke sniZzeni hodnot TEWL o 33,45 %.

Meéfeni pH

Hodnoty pH byly méfeny pH metrem skin pH 905 (Courage & Khazaka Electronics).
V ramci méteni byla zmétena také hodnota kontrolni slouzici k popisu pfirozeného stavu
pokozky. Pro cely soubor dobrovolnic byla tato stanovena na hodnotu 5,17. Pfirozeny stav
pokozky souboru dobrovolnic 1ze tedy popsat dle Tab. 5 jako neutralni. Vliv gelovych
formulaci na pH je graficky zndzornén na Obr. 32 a exaktni hodnoty jsou uvedeny v Tab.
25. Déle, Tab. 26 uvadi procentudlni zmény pH v pribéhu experimentu oproti hodnoté
pocatecni, tj. hodnoté v Case 0. Jsou zde patrné mirné poklesy a nariisty hodnot pH,

v nékterych ptipadech ke zmé&nam nedoslo. Gely s ptidavky kuteciho KH a bez piidavku
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KH vykazuji obecné spise pokles hodnot pH, zatimco vzorky s 0,5% ptidavkem jeleniho
1 kaptiho KH vykazuji spiSe narist ¢i stadlost hodnot pH v pribéhu celého méteni. Obecné se
ale primérné hodnoty pH pro soubor dobrovolnic pohybuji v rozmezi 5,1-5,6, jedna se tedy

o pH pfirozené pro pokozku a aplikaci gelovych kosmetickych formulaci nedoslo k naruseni

kozni bariéry ¢i poskozeni pH kuze.

Tabulka 25 Hodnoty pH po aplikaci gelovych formulaci s pfidavkem KH

7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0

pH [-]

1,0
0,0

Obrazek 32 Zména pH vlivem piisobeni gelovych formulaci na kiizi

gely ¢as [h]
Vﬁg;:k ¢ KH [%] 0 ‘ 1 ‘ 2 | 3 | 24 | 48
pH [-]
KuFeci 0,5 5515352535152
1,5 54 | 52 |52 |53]|51]54
jeleni 0,5 53|54 |54 |55]|541|53
1,5 56 | 56 | 56 | 54 | 5,1 | 52
Kap#i 0,5 53 155565553153
1,5 54 | 54 | 54| 53|52 52
bez KH 0 56 | 53 |58 |56]| 52|54

“U“ “H“ “H“ “Hll “H

kureci

jeleni

“ “H" “II

kapfi

bez KH

mo

ml

m24
m48
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Tabulka 26 Procentualni zmény pH po aplikaci gelovych formulaci po 1, 2, 3, 24 a 48

hodinach
gely ¢as [h]

1] 2] 3] 2] 48

vzorek | ¢ KH [%] »

zmény pH [%]

KuFeci 0,5 4 15| -3 -7 -5
1,5 41 4] 2] -6 0
jeleni 0,5 2 2 4 2 0
1,5 1 | -3 -9 -7
Kapi 0,5 3 5 4 0 0
1,5 0 0 | -1 -4 -3
bez KH 0 -5 2 -1 -8 -4

Hodnoty pH kiize naméfené na volarni strané ptedlokti po aplikaci emulznich formulaci
shrnuje Tab. 27, graficky jsou zobrazeny na Obr. 33. Déle, Tab. 28 ukazuje procentualni
zmény pH v pribéhu méfeni. Je patrné, ze emulze s 0,5% ptidavkem kuteciho KH lehce
zvySoval pH. U ostatnich testovanych vzorkd doslo vzdy k mirnému zvySeni pH, po 2-3
hodinach od jejich aplikace na kiZi naopak tyto hodnoty poklesly. Obecné lze fici, Ze
hodnoty pH ktize po aplikaci vSech vzorkl se pohybovaly v rozmezi od 5 do 6, stale se tedy
jednalo o pH pro pokozku piirozené a vlivem testovanych emulznich formulaci nebyla

narusSena kozni bariéra.

Tabulka 27 Hodnoty pH po aplikaci emulznich formulaci s ptidavkem KH

emulze ¢as [h]
vzorek | ¢ KH [%)] 0 ‘ L ‘ 2 ‘ 3 ‘ 24 ‘ 48
pH [-]
Kufeci 0,5 50| 54 |521]53]51]52
1,5 5515952555352
jeleni 0,5 54| 57|58 |56]|53]53
1,5 56 |60 | 57|57 54|52
Kapfi 0,5 555756565253
1,5 57|58 |55]|54]54]54
bez KH 57160 |57 58] 56|52
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pH [-]

N W o N

[EEN

kureci

Obrazek 33 Zména pH vlivem plisobeni emulznich formulaci na kizi

jeleni

0
0,5 1,5 0,5 1,5
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mo
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m24
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Tabulka 28 Procentualni zmény pH po aplikaci krémovych formulaci po 1, 2, 3, 24 a 48

hodinach

emulze | | ¢as |[h] |

1| 2 3 24 48
vzorek | ¢ KH [%)] Zzmeny pH [%]

Kufeci 0,5 8| 3 5 1 4
1,5 71 -6 | -1 -4 -6
eleni 0,5 6| 7 4 -1 -2
1,5 6| 1 2 -4 -8
kapii 0,5 51 3 2 -5 -3
1,5 1] -3 -5 -6 -5
bez KH 6| 0 3 2 -7
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7.4.3 Senzoricka analyza

U vyrobenych emulznich a gelovych formulacich byla provedena i senzoricka analyza.
Vyuzity byly potadové zkousky, kterymi bylo sledovéano 5 rtiznych znakii, a to roztiratelnost,
vstfebatelnost, barva, viiné a celkova uzivatelska preference. Vzorky byly pro hodnotitele

oznaceny pismeny A az G.

Vzorek A = emulze/gel s ptidavkem 0,5 % kuteciho KH
Vzorek B = emulze/gel bez ptidavku KH

Vzorek C = emulze/gel s pridavkem 0,5 % jeleniho KH
Vzorek D = emulze/gel s ptidavkem 0,5 % kapiiho KH
Vzorek E = emulze/gel s ptidavkem 1,5 % kuteciho KH
Vzorek F = emulze/gel s pfidavkem 1,5 % jeleniho KH

Vzorek G = emulze/gel s ptidavkem 1,5 % kapiiho KH

Pro vyhodnoceni potfadovych zkouSek byl pouzit Friedmaniv test. Byla stanovena nulova
hypotéza H, ktera tikd, Ze mezi vzorky neexistuje statisticky vyznamny rozdil. Dale byla
stanovena alternativni hypotéza A, kterd neguje nulovou hypotézu a tikd, ze alespon jeden
vzorek se 1i§i od jin¢ho ¢i jinych. Vysledkem Friedmanova testu byla testovaci kritéria FR
pro kazdy jeden znak hodnotici soubor krémi ¢i gelii. Byla zvolena hladina vyznamnosti
a = 0,01. Kritickd hodnota FRkit pro dany pocet hodnotiteld a vzorkli byla zjisté€na
v literatufe [34] a Cinila 15,89. Platilo-li, Ze FR > FRyi;, nulovéd hypotéza byla zamitnuta,

alternativni hypotéza byla ptijata. Hodnoty testovacich kritérii uvadi Tab. 29.

Tabulka 29 Kritické hodnoty pro sledované znaky senzorické analyzy

, testovaci kritérium FR
sledovany znak .
gely krémy
roztiratelnost 28,05 83,72
vstirebatelnost 22,25 78,58
barva 60,23 29,98
viiné 46,64 48,41
celkova uzivatelska preference 28,79 75,97
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Vsechny hodnoty jsou vyssi nez kritickd hodnota a pro vSechny sledované znaky
u emulznich i gelovych vzorki I1ze tedy zamitnout nulovou hypotézu a piijmout hypotézu
alternativni. Plati tedy, Ze alespoii jeden vzorek se 1isi od jiného ¢i jinych. Pro zjisténi, které
dvojice se lisi byl vyuzit Némenyiho test, ktery tikd, ze rozdily vykazuji vzorky, u kterych
plati, ze | Ti — Tj| > qi-0, kde Ti a Tj jsou soucty pofadi z Friedmanova testu a qi-q je testovaci
kritérium, které je dle tabulek pro a = 0,01 [33] rovno 35,0. V nésledujicich tabulkéach (Tab.

30-39) jsou lisicimi se dvojicemi ty, pro které je hodnota > 35 (Sed¢ podbarveny).

Tabulka 30 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni gelti z hlediska roztiratelnosti

A B C D E F

5
20 25
6 1 26

33 38 13 39 32
8 3 28 2 9 41

QHH|S|O|=

Tabulka 31 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni emulzi z hlediska roztiratelnosti

A B C D E F

25
44 | 19
30 | 5 | 14

26 1 18 4
9 16 35 21 17
6 31 50 36 32 32

Qb =gAalw

Tabulka 32 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni geld z hlediska vstiebatelnosti

A B C D E F
1

13 14
3 4 10
2 12 2

36 | 37 | 23 | 33 | 35
3 2 16 6 4 39

Q=T |alw
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Tabulka 33 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni emulzi z hlediska vstiebatelnosti

A B C D E F

34
36 | 2
36| 2 | 0

27 7 9 9
30 | 32 | 32 | 23

QAb|=E|lg|alw

Tabulka 34 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni gelt z hlediska barvy

A | B C D E F

B 11

C 8 | 19

D 30 | 41 | 22

E 29 | 40 | 21

F 38 149 | 30 9 9

G 531 64 | 45 24 24 15

Tabulka 35 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni emulzi z hlediska barvy

A B C D E F

38
33 5
41 3 8

28 | 10 5 13
18 | 20 | 15 | 23 | 10
1 39 | 33 | 42 | 29 | 29

Q[ =S 0w

Tabulka 36 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni gelti z hlediska viiné

A | B| C D E F

34
23 | 11
14 120 9

11 |45 | 34 | 25
10 (44 | 33 1 1
12 [ 46 | 35 1 1 2

Q== Ow
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Tabulka 37 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni emulzi z hlediska viing

A | B C D E F

19
40 | 21
35 116 | 5

37 | 18 | 3 2
3 16 | 37 | 32 | 34
11 8 | 26 | 24 | 26 | 26

Q=S O

Tabulka 38 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni gell z hlediska celkové uzivatelské
preference

A B C D E F

19
4 15
12 7 8

6 25 10 18
25 | 44 29 | 37 | 19
18 | 37 22 | 30 | 12 7

Q=S O W

Tabulka 39 Hodnoty Némenyiho testu pro hodnoceni emulzi z hlediska celkové
uzivatelské preference

A | B C D E F

33
39 | 6
38 | 5 1

28| 5 11 10
28 | 34 | 33 | 23

Q" =E|S O w

Z hlediska roztiratelnosti se tedy 1isi dvojice gelti BF, DF a FG a lze konstatovat, Ze vzorek
F je hiife roztiratelny nez vzorky B, D a G. Z emulznich formulaci se z hlediska
roztiratelnosti projevily rozdily mezi dvojicemi AC, CF a DG a vzorek C lze oznacit za 1épe

roztiratelny nez vzorky A a F a vzorek D lépe roztiratelny nez vzorek G.

Z hlediska vstiebatelnosti existuje rozdil mezi dvojicemi gelli AF, BF, EF a FG z nichz 1ze
vzorek F oznacit za hlife vstfebatelny nez vzorky A, B, E a G. Z emulznich formulaci se lisi
dvojice AC, AD, BG a DG z nichZ je vzorek A hiife roztiratelny nez vzorky C a D a vzorek

G hiife roztiratelny nez vzorky B a D.
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Z hlediska barvy se lisi dvojice gelovych formulaci AF, AG, BD, BE, BF, BG a CG. Vzorek
B je svétlejsi nez vzorky D, E, F, a G. Vzorek A je svétlejsi nez vzorky F a G. Vzorek C je
svétlejsi nez vzorek G. Z krémovych formulaci existuje rozdil mezi dvojicemi AB, AD, BG

a DG. Vzorek A a G jsou tmavsi nez vzorky B a D.

Z hlediska ving se existuje rozdil mezi dvojicemi geltit BE, BF, BG a CG. Vzorek B byl
z hlediska vlin¢ hodnocen jako piijemnéjsi nez vzorky E, F a G. Vzorek C byl hodnocen
jako ptijemnéjsi nez vzorek G. Z emulznich formulaci byly odlisné vzorky AC, AD, AE
a CF. Vzorek A byl ohodnocen jako méné¢ ptijemny oproti vzorkiim C, D a E. Vzorek C byl

hodnocen jako piijemnéji vonici nez vzorek F.

Z hlediska celkové uzivatelské preference se 1isi dvojice BF, BG a DF z gelovych formulaci.
Vzorek B byl uzivateli ohodnocen jako preferovangjsi nez vzorky F a G. Z dvojice DF byl
vice preferovany vzorek D. Rozdily mezi emulznimi formulacemi vykazovaly dvojice AC,
AD, BG, DG a EG. Vzorek A byl oznacen jako mén¢ preferovany nez vzorky C a D, vzorek

G jako méné¢ preferovany nez vzorky B, D a E.

7.4.4 Meéreni viskozity

Me¢fteni viskozity probihalo pii teploté 23 £ 1 °C. Z naméfenych 250 hodnot béhem 500
sekund byly vypocitany primérné hodnoty viskozity, které jsou pro gelové formulace
uvedeny v Tab. 40 a pro emulzni formulace v Tab. 41. Tabulky také uvadi pouzité spindly
pro méteni danych vzorki, pocet otacek za minutu (RPM) a teplotu méteni. Z gelovych
formulaci vykazoval nejvyssi viskozitu vzorek s 1,5% ptidavkem jeleniho KH. Nejnizsi
viskozita byla naméfena u gelu s pfidavkem 1,5 % kapiitho KH. Porovnanim s hodnotou
gelové formulace bez ptidavku KH lze u formulaci s pfidavkem jeleniho KH pozorovat
zvyseni viskozity a u formulaci s pfidavkem kufeciho a kaptiho KH naopak ke snizeni.
Z emulznich formulaci l1ze oznacit jako nejméné viskdzni vzorek s ptidavkem 1,5 % kapiiho
KH, naopak nejvyssi viskozitu vykazovala emulze s 0,5% ptidavkem KH z kufecich
zaludkd. Porovnanim s emulzi bez ptidavku KH lze pozorovat zvySeni u vzorku s piidavkem
kuteciho KH a s 0,5% ptidavkem jeleniho KH. Snizeni viskozity oproti emulzi bez piidavku
KH vykazovaly formulace s ptidavkem kapiitho KH a s 1,5% ptidavkem jeleniho KH.
U gelovych i emulznich formulaci s ptidavky kufeciho a jeleniho KH doslo vlivem zvySeni
koncentrace KH ke zvySeni jejich viskozity. ZvySeni koncentrace kapiitho KH v gelu

1 emulzi vedlo naopak ke sniZeni viskozity.
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Tabulka 40 Hodnoty viskozity pro gelové formulace

vzorek KH | ¢ KH [%] viskozita [mPas] | typ spindlu RPM
KuFeci 0,5 237736 PF 2
1,5 303893 PF 1,5
jeleni 0,5 788693 PF 1
1,5 1207047 PF 0,5
Kapfi 0,5 23749 PE 12
1,5 3833 PC 12
bez KH 0 346327 PF 2

Tabulka 41 Hodnoty viskozity pro emulzni formulace

vzorek KH | ¢ KH [%] viskozita [mPas] typ spindlu | RPM

KuFeci 0,5 155447 L3 0,5
1,5 107412 L4 3
jeleni 0,5 104817 L3 1
1,5 46989 L4 5
kap¥i 0,5 32791 L3 3
1,5 30067 L3 3
bez KH 0 70064 L3 1
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ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace se vénuje kolagenu jako suroviné v riznych odvétvich
pramyslu, dale popisuje kolagenni hydrolyzat, moznosti jeho ptipravy, zivo¢isné zdroje pro
jeho vyrobu a jeho aplikace. V neposledni fadé je zaméfena na metody charakterizace

kolagennich hydrolyzath a také kosmetickych formulaci s jeho ptidavkem.

V ramci praktické ¢asti byly piipraveny kolagenni hydrolyzaty ze dvou riznych surovin,
kutfecich zaludkii a kapiiho odpadu. Byla vyuzita enzymatickd hydrolyza enzymem
Protamex. Extrakce probihala pii 62,5 °C. Dale byla stanovena u¢innost extrakce a bilan¢ni
chyba. Pro KH z kufecich zaludk ¢inila u¢innost extrakce 32,9 % a bilan¢ni chyba 27,2 %.
Pro KH z kaptiho odpadu ¢inila u€innost extrakce 16,0 % a bilan¢ni chyba 17,1 %. Pro
charakterizaci KH byly pouzity ty pfipravené z kufecich zaludkl a kaptiho odpadu a dale
KH z jelenich §lach, ktery byl pfipraven v ramci DP Bc. Jakuba Dvotdka. Nejprve byl
stanoven obsah suSiny a popelovin. Obsah susiny vSech vzorkl byl vyssi nez 90 %. Kufeci
KH obsahoval 8,10 = 0,05 % popelovin, jeleni KH 0,66 + 0,06 % popelovin a kapii KH
obsahoval 24,89 + 0,09 % popelovin. Kapii hydrolyzat l1ze tedy oznacit za nejvice znecistény
s nejvyssim obsahem anorganickych latek. Dale byla stanovena cirost a pH 6,67% roztokt
KH. Nejvyssi transmitance, a tedy ¢irost byla namétena pro jeleni KH a ¢inila 6,8. Nejnizsi
transmitance byla naméfena pro roztok kapiiho KH a ¢inila 1,9. Roztok kutfeciho KH
vykazoval transmitanci 3,6. Hodnoty pH roztokid KH se pohybovaly v lehce kyselém az
neutralnim pH. Nejvyssi hodnotu vykazoval roztok jeleniho KH, piesné 7,08, roztok
kuteciho KH vykazoval pH 6,72 a nejniz$i hodnota byla namétena pro roztok kaptiho KH,
pfesné¢ 5,21. Kolagenni hydrolyzaty byly déale pozorovany metodou infracervené
spektroskopie, ktera ve vysledném spektru ukdze vazby pfitomné ve vzorcich. Jeleni
hydrolyzat vykazoval pasy pikt, které jsou pro kolagen typické a jsou oznaceny jako Amid
A, B, I, IT a III. U kufeciho a kaptitho KH nebyly ptfitomny nékteré z piki, doslo u nich ke
Stépeni urcitych vazeb. Tento fakt byl potvrzen také gelovou permeacni chromatografii,
kterda stanovila u vzorkli molekulovou hmotnost. Nejvyssi molekulovd hmotnost byla
naméfena pro jeleni KH a ¢inila 169 kDa. Pro kufeci KH byla naméfena molekulova
7,5 kDa a ma tady nejvyssi potencial prostoupit skrz pokozku. Déle byla métena antioxidacni
aktivita kolagennich hydrolyzati. U vSech vzorkli byl pozorovan trend snizovani
antioxidacéni aktivity se zvySujici se koncentraci KH. Nejvyssi antioxidacni aktivitu 85 %

vykazoval roztok kapiitho KH o koncentraci 2 mgml!. Pro roztok kufectho KH
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cvwr

aktivitu roztoku o koncentraci 2 mg:ml"! vykazoval jeleni KH a jeho hodnota &inila 66 %.
V rozmezi vSech koncentraci vykazoval nejvyssi antioxidacni aktivitu vzorek kaptiho KH,
ktera se pohybovala od 72 do 85 %. Na 0,5 a 1,5% roztocich vSech vzorkii KH bylo méteno
povrchové napéti a déale byl méfen kontaktni thel téchto roztokd na kazi. Nejvyssi
povrchové napéti bylo naméteno pro 0,5 % roztok kuieciho KH a ¢inilo 48,8 £ 1,9 mN-m'.
Se zvySenim koncentrace doslo u roztoka kutfeciho KH ke snizeni povrchového napéti.
U roztokl jeleniho KH doslo se zvySenim koncentrace ke zvySeni povrchového napéti.
Nejniz$i hodnotu povrchového napéti vykazoval 1,5% roztok kaptiho KH a jeho hodnota
¢inila 37,3 £ 0,5 mN-m™!. Kontaktni thly v§ech mé&tenych roztokii byly niz§i nez 90° a lze je

tedy oznacit za kapaliny, které smaci povrch klize.

Pro charakterizaci kolagennich hydrolyzati v kosmetickych aplikacich byly ptipraveny
emulzni a gelové formulace s 0,5 a 1,5% pridavkem vsSech tifi vzorki KH. Z hlediska
mikrobidlni bezpecnosti byly testovany na pritomnost mikroorganismi. Vyuzity byly zivné
piidy PCA a ChYGA. Zadny ze vzorkli kosmetickych formulaci nevykazoval nariist po
kultivaci. Dal$im testem bylo zjiStovano ptezivani Pseudomonas aeruginosa, které
stanovilo, zda byl vyuzit dostate¢né¢ U¢inny konzervacni systém. Na vzorcich emulznich
formulaci doslo k nariistu kolonii a ihned po zaockovéni, po 14 dnech byl pocet kolonii
snizen a po 60 dnech nebyl pozorovan zadny nartst u zaddného ze vzorkl. Krémové
formulace nelze tedy oznacit za bezpecné z mikrobiologického hlediska a je u nich tfeba
zvysit obsah konzervacnich latek. Gelové formulace nevykazovaly narist Zadny a lze je tedy
oznaCit za bezpecné. Lze u nich déale testovat niZ§i obsah konzervanti. Vytvofené
kosmetické formulace byly dale testovany in vivo na souboru dobrovolnic. Na volarni stran¢
predlokti byly v urcitych €asovych intervalech od aplikace emulzi a gell s pfidavky KH
méteny hodnoty hydratace, transepidermalni ztraty vody a pH. Pozitivni vliv na hydrataci
byl pozorovan u emulznich formulaci. V porovnani s emulzi bez ptidavku KH byly
pozorovany lepsi U¢inky vlivem ptidavkl kapiiho KH (0,5 1 1,5 %) po 3 hodinach od
aplikace. Vliv emulzi s pfidavkem KH na transepidermalni ztratu vody byl u vSech vzorka
srovnatelny s vzorkem emulze bez KH. Zlepseni TEWL vykazovaly gelové formulace
s ptidavky jeleniho KH. Hodnoty pH nebyly vlivem aplikace emulzi a geli s ptidavky KH
vyrazn€ zménény, stdle se pohybovaly v rozmezi pH pro pokozku pfirozenych. V ramci
senzorické analyzy byly hodnoceny emulzni i gelové formulace dle 5 rtiznych znakd, a to

roztiratelnost, vstiebatelnost, barva, viin¢€ a celkové uzivatelska preference. Byly nalezeny
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rozdily mezi vzorky emulzi i gelti dle v§ech pozorovanych znakti. Méfena byla také viskozita
pfipravenych emulznich a gelovych formulaci. Z gelovych formulaci byla namétena nejnizsi
viskozita pro vzorky s ptidavky kapiiho KH. Naopak ptidavky jeleniho KH viskozitu oproti
opét vzorky s pridavky kaptiho KH. Vlivem ptidavku kufeciho KH v obou koncentracich
a jelentho KH v koncentraci 0,5 % doslo ke zvySeni viskozity oproti vzorku bez piidavku

KH.
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ER
AMK
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Hyl

Ala
Asp
Glu
Arg
Trp
Cys
TEWL

g-m‘z'h'l
k. j.
EDC

NHS
DAS
MES
MTG
PVP
PVA
KP
ATP
IR

KRS-5

extracelularni matrix
endoplazmatické retikulum
aminokyselina
hydroxyprolin
hydroxylysin

lysin

alanin

kyselina asparagova
kyselina glutamova

arginin

tryptofan

cystein

transepidermalni ztrata vody

jednotka TEWL

korneometricka jednotka, jednotka hydratace

karboimid

N-hydroxysuccinimid

dialdehyd Skrobu

kyselina 2-morfolinoethansulfanova
mikrobidlni transglutaminaza
polyvinylpyrrolidon
polyvinylalkohol

kosmeticky ptipravek
adenosintrifosfat

infracervena spektroskopie

smésny krystal jodidu a bromidu thallného
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FTIR
GPC
GPC-RID
LC

kDa

kat
cm’
MPa
ROS
H>O»
BHT
BHA
TBHQ
PG
DPPH
ABTS

FRAP

MO
SVPp
MIT

MCI

zeslabena totalni reflektance, metoda infracervené spektroskopie
infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
gelova permeacni chromatografie

gelova permeacni chromatografie s refraktometrickou detekcei
kapalinova chromatografie

jednotka molekulové hmotnosti

katal, jednotka katalytické ucinnosti enzymu

reciproky centimetr, jednotka vlnoctu infracervené spektroskopie
jednotka tlaku

reaktivni formy kysliku

peroxid vodiku

butylhydroxytoluen

butylhydroxyanisol

terc-butylhydroxychinon

propylgalat

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
2,2'-azino-bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfuratova kyselina)
zelezita redukeni antioxidacni sila

povrchova energie [J'm™]

povrchové napéti [N-m™]

kontaktni tihel [°]

smaceci napéti

mikroorganismus

spravna vyrobni praxe

methyisothiazolinon

methylcholorisothiazolinon
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MPT

NMR

BCH

AA

A

KH

PCA

ChYGA

TSA

SDA

VRBL

CSBDA

MALDI-TOF

Stratum corneum

multifotonova skenovaci tomografie
nuklearni magneticka rezonance
dynamicka viskozita [Pa-s]
smykové napéti [Pa]

rychlost smykové deformace [s™']
kinematické viskozita [m?s™!]
hustota [kg'm™]

hmotnost [g]

molarni hmotnost [g-mol™]
koncentrace [mol-1"']

objem [1]

polyamid

ucinnost extrakce

bilance

bilan¢ni chyba

antioxidac¢ni aktivita

absorbance

kolagenni hydrolyzat

place count agar
chloramphenicol yeast glucose agar
tryptic soy agar

sabouraud dextrose agar

violet red bile lactose agar

casein soya bean digest agar

matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight
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CPM
My
M,
PDI
CFTA
ASTM
AOAC
JP
EP/BP
FR
FRyrit
Ti

ql-a

RPM

celkovy pocet mikroorganismu

hmotnosti pramér molekulové hmotnosti
pocetni prumér molekulové hmotnosti

index polydisperzity

Cosmetic, Toiletry, and Fragrance Association
American Society for Testing and Materials
Association of Analytical Communities
Japanese Pharmacopoeia

European Pharmacopoeia/British Pharmacopoeia
testovaci kritérium Friedmanova testu

kritickd hodnota Friedmanova testu

soucet poradi Friedmanova testu

testovaci kritérium Némenyiho testu

hladina vyznamnosti

pocet otacek za minutu
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PRILOHA P I: DOTAZNIK PRO UCASTNIKA MERENI

Dotaznik pro ucastnika méteni
Jméno:

Ptijmenti:

Vek:

Pohlavi:

Kod pokusné osoby (evidenéni Cislo):
Soucasny zdravotni stav

Vyskytuje se u Vas nyni:

ANO [NE

JAKE

lupénka

ekzém

rakovina kuze

jiné kozni problémy a onemocnéni

Jjizvy, matetskd znaminka, jiné vady kiize v mist¢€ testu

zarudnuti kiize po slunéni nebo z jiného diivodu v misté testu

astma vyzadujici denni ptijem ¢kt

jiné chronické respira¢ni onemocnéni

diabetes vyzadujici 1é¢bu inzulinem

onemocnéni imunitniho systému

Zdravotni stav v minulosti

Prodélal(a) jste:

ano

ne

transplantaci organt

1é¢bu maligniho nadoru v poslednich 6 mésicich

Uzivani 1éku

Berete ¢i pouZivate pravidelné:

ano ne

jaké

rrrrrr

nebo jiné steroidy)

imunosupresivni 1éky (napt. cyklosporin A)

jiné léky

Alergologicka lécba

Probiha u vas v sou¢asné dobé:

ano ne

jaka

alergologickd 1écba (kapky, injekce, apod.)

dostali jste posledni ddvku béhem minulého tydne

oCekavate dalsi davky v priibéhu studie

Pouze pro Zeny

Jste:

ano

ne

t€hotna nebo kojici




Alergie

Projevila se u vas nékdy alergie na: specifikujte:

detergenty a Cistici prostfedky

kosmetické piipravky a vliné parfému

ptipravky do koupele a na myti (Sampon, mydlo)

pletové krémy a mléka, lotiony

antiperspiranty a deodoranty

1¢ky

jiné materialy

Dopliiujici idaje

Zdravotni stav: specifikujte:

pouzivate pravideln¢ jakykoliv ptipravek
pro lécbu kiize

pouzivate pravidelné jakékoliv 1éCivo
(na predpis, €1 volné prodejné)

navs$tévujete v soucasné dobé¢ 1€kare kvuli:

alergiim

koznim problémim

z jiného diivodu

mate né¢jaké jiné zdravotni potize

Uéast v dalSich studiich

Studie: Typ studie:

Datum posledni studie:

ucastnil(a) jste se n€kdy kozniho testu -—-

ucastnite se v soucasné dobé¢ jiné studie
jakéhokoliv druhu

podpis ucastnika méten:
datum:

Pouze pro ucely organizatora méreni

Na zéklad¢ zjisténych udajl je ucastnik a) ptijat
b) nepfijat

Zduvodnéni:

Datum: Podpis organizatora:




PRILOHA P II: INDIVIDUALNI INFORMOVANY SOUHLAS

4

Prohlaseni uc¢astnika

Souhlasim se svou ucasti v testovani modelovych formulaci s driibezim, jelenim a
rybim kolagenem, které mi bylo popsano a které bude garantovano pracovniky Ustavu
technologie tukil, tenzidi a kosmetiky. Beru na védomi, Ze experiment muze zahrnovat
riziko nezadoucich ucinkl na kiizi. Toto riziko mi bylo detailn¢ objasnéno a mohl(a) jsem
se informovat o vSech podrobnostech experimentu.

Vim, Ze mohu kdykoliv odvolat sviij souhlas s ucasti v experimentu a mohu kdykoliv
odstoupit od své ucasti.

Mohu si vyzadat dalSi informace o experimentu a ozndmit nezddouci U¢inky u
zodpovédného pracovnika.

Souhlasim, ze data ziskand béhem experimentu mohou byt statisticky zpracovana.

Veskeré tdaje o pritbéhu a vysledcich méfeni, které mne mohou identifikovat, ziistanou
ptisné duvérné.

Prohlasuji, Ze toto pouceni plné chapu a podepisuji ho pri plném védomi.

plné jméno ucastnika cviceni podpis tcastnika cviceni

VeZlin€dne ......cccovuniiiiiiiiiiiannn.,



PRILOHA P III: SENZORICKY DOTAZNIK

DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENi KREMU A GELU
S PRIDAVKEM KOLAGENNIHO HYDROLYZATU

Jméno a pfijmeni: Datum:
EMULZNi FORMULACE

Ukol &. 1:

Sefadte jednotlivé vzorky podle roztiratelnosti (od nejlépe roztiratelného po nejhire
roztiratelny). Zkouska s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pfidéleno jedno dislo.
Vzorek si pomoci tyCinky naneste na hibet ruky a pomoci prstu rozetfete (soucasné reste i
ostatni ukoly)

Vzorek A B C D E F G
Roztiratelnost

Ukol ¢&. 2:
Seradte jednotlivé vzorky podle vstiebatelnosti (od nejlépe vstiebatelného po nejhire
vstiebatelny). Zkouska s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pridéleno jedno Cislo.

Vzorek A B C D E F G
Vstrebatelnost

Ukol ¢&. 3:
Seradte jednotlivé vzorky podle barvy (od nejsvétlejSiho po nejtmavsi). Zkouska s nucenou
volbou — kazdému vzorku musi byt pridéleno jedno dislo.

Vzorek A B C D E F G
Barva

Ukol &. 4:
Seradte jednotlivé vzorky podle viné (od nejpfijemnéjsi po nejméné prijemny). Zkouska
s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pfidéleno jedno dislo.

Vzorek A B C D E F G
Viné

Ukol ¢&. 5:

Seradte jednotlivé vzorky podle celkové uZivatelské preference (od nejvice preferovaného
po nejméné preferovany). Zkouska s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pfidéleno
jedno ¢Cislo.

Vzorek A B C D E F G
Preference




GELOVE FORMULACE

Ukol &. 1:

Sefadte jednotlivé vzorky podle roztiratelnosti (od nejlépe roztiratelného po nejhire
roztiratelny). Zkouska s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pfidéleno jedno Cislo.
Vzorek si pomoci tycinky naneste na hrbet ruky a pomoci prstu rozetrete (soucasné reste i
ostatni ukoly)

Vzorek A B C D E F G
Roztiratelnost

Ukol &. 2:
Seradte jednotlivé vzorky podle vstiebatelnosti (od nejlépe vstfebatelného po nejhire
vstiebatelny). Zkouska s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pridéleno jedno dislo.

Vzorek A B C D E F G
Vstiebatelnost

Ukol ¢&. 3:
Setadte jednotlivé vzorky podle barvy (od nejsvétlejsiho po nejtmavsi). Zkouska s nucenou
volbou — kazdému vzorku musi byt pfidéleno jedno dislo.

Vzorek A B C D E F G
Barva

Ukol ¢&. 4:
Seradte jednotlivé vzorky podle viiné (od nejpfijemnéjsi po nejméné prijemny). Zkouska
s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pridéleno jedno dislo.

Vzorek A B C D E F G
Viné

Ukol ¢&. 5:

Setadte jednotlivé vzorky podle celkové uzivatelské preference (od nejvice preferovaného
po nejméné preferovany). Zkouska s nucenou volbou — kazdému vzorku musi byt pridéleno
jedno Cislo.

Vzorek A B C D E F G
Preference
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