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ABSTRAKT

Dizerta¢ni prace fesi problematiku obsahu vyznamného karotenoidu luteinu
v extraktech z aksamitniku vzptimeného (Tagetes erecta L.) pouzivanych pro
komeréni ucely. Cilem dizertatni prace bylo nalezeni spolehlivé a presné
metody stanoveni obsahu luteinu v dopliicich stravy dostupnych na trhu v Ceské
republice. Zakladni metodou je RP-HPLC sUV-VIS detekci. HPLC je
vSeobecné pfijimana jako moderni metoda k oddé€leni, identifikaci a stanoveni
mnoZzstvi karotenoidli. V této dizertatni préaci bylo analyzovano 34 vzorkl
surovin (extrakti), které jsou komercné dostupné na trhu ve dvou formach, z
toho 16 vzorkii enkapsulované formy a 18 vzorkii praskové formy. Vyrobci
extraktd z Ciny, Indie, Izraele a Mexika deklarovali obsah luteinu v rozmez od
5 do 80 %. Pouze u 10 vzorkd surovin odpovidal skutecny obsah luteinu
deklarovanému obsahu luteinu vyrobcem extraktu. Byla také porovnana kvalita
obou forem surovin obsahujicich lutein. Enkapsulovana forma suroviny je
odolngjsi vici oxidaci luteinu nez praskova forma.

Dale bylo analyzovdano 48 vzork doplinkii stravy ve tfech aplikacnich
formach, ztoho 22 vzorki tablet, 18 vzorkti mékkych tobolek a 8 vzorka
tvrdych tobolek. Vyrobcei doplitkkii stravy z 12 zemi ptivodu deklarovali obsah
luteinu od 0,25 do 25 mg v jedné tablet¢ nebo tobolce. Pouze u 7 vzorki
dopliikkti stravy odpovidal skute¢ny obsah luteinu deklarovanému obsahu
luteinu, ktery byl uveden vyrobcem doplitkku stravy na obalu (etiketé) vyrobku.
Byla také porovnana kvalita doplikt stravy ve tfech aplika¢nich formach.
Doplnky stravy obsahujici lutein v aplikaéni formé mekkych tobolek jsou
nejodolnéjsi viuci oxidaci luteinu, nasleduje tableta a nejhorsi aplika¢ni forma je
tvrda tobolka. Tato prace také shrnuje vyznam luteinu ve vyzivé ¢loveka.

Kli¢ova slova:

Lutein, karotenoidy, RP-HPLC, aksamitnik vzpfimeny, dopliky stravy



ABSTRACT

This Doctoral Thesis deals with questions relating to the content of the
significant carotenoid — lutein, in Marigold (Tagetes erecta L.) flower extracts,
used for commercial purposes. A reliable and accurate determination method of
lutein in dietary supplements which are available on the market in the Czech
Republic was established. The basic method is High-performance Liquid
Chromatography (further only RP-HPLC) with UV-VIS detection. RP-HPLC is
generally accepted as a modern method for separating, identifying and
quantifying carotenoids. 34 samples of Marigold flower extracts which are
commercially available in two forms — 16 samples of the encapsulated form
(“beadlets”) and 18 samples of the powered form were analysed in this Doctoral
thesis. The lutein content was in the 5 — 80 % range and the extracts originated
from China, India, Israel and Mexico. Only 10 samples of the extracts were
evaluated as complying with the declared content of lutein by the extract
producers. The quality of lutein in the two forms of these extracts — encapsulated
and powered; were compared. The encapsulated form of the extracts is more
resistant to the oxidation of lutein than the powered form of extracts.

Then, 48 samples of dietary supplements in three dosage forms: 22 samples of
tablets, 18 samples of soft capsules, and 8 samples of hard capsules; were
analysed. The dietary supplement manufactures, from 12 countries, declared the
lutein content as from 0.25 to 25 mg per tablet or capsule. Only 7 dietary
supplement samples were evaluated as complying with the declared lutein
content by dietary supplement manufactures. The quality of lutein in the three
dietary supplement dosage forms, i.e. tablets, and soft and hard capsules, were
compared. The soft capsule dosage form is the most resistant to lutein oxidation,
followed by the tablet form, and the worst dosage form is hard capsule. The
importance of lutein in human nutrition is included in this work.

Key words:

Lutein, Carotenoids, RP-HPLC, Marigold flower, dietary supplements
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Pfiroda kolem nas nabizi velmi Sirokou paletu osliujicich barev. Od listd,
kvétd a plodu jako barev rostlin az k ptakiim a rybam, vSude tam kde se jen
podivame. Jsme doslova ohromeni sytymi a pronikavymi barvami ptirody. Tyto
barvy ziskané historickym vyvojem flory a fauny z kazdodenni zkuSenosti
pfirody jsou rovnéz vyznamné i pro ¢loveéka. Vyzkumy z poslednich let ukazuji,
Ze V ptirodnich barvach spocivaji nam doposud nepoznané a skryt¢ moznosti
jejich vyuziti pro lidské zdravi.

Karotenoidy jsou pfirodni barviva, které jsou syntetizovany rostlinami a
mikroorganismy. Struktura kazdého karotenoidu urcuje jeho barvu i
fotochemické vlastnosti jeho molekuly. Z této struktury dale vyplyva i chemicka
reaktivita karotenoidii vzhledem k oxida¢nim agens nebo volnym radikalim,
ktera v organismu zivoCichi konzumujicich karotenoidy v potravé hraje
vyznamnou roli [1].

Molekuly vétSiny karotenoida jsou tvoreny 40 uhlikovymi atomy a sestavaji
obecné znenasyceného fetézce o 22 atomech uhliku s methylovym vétvenim,
typickym pro isoprenoidy. Na oba konce fetézce je pfipojena devitiClenna
jednotka, ktera mitize byt cyklickd nebo acyklickd. Polyenova struktura
karotenoidi jim dodava barevnost. Vétsinou maji konfiguraci ,.all-trans®, to
znamena, ze vSechny dvojné vazby maji konfiguraci trans. Karotenoidy jsou
Vv zivociSné fisi.

O rozsitenosti karotenoidii svédei odhad jejich roéni tvorby v biosféte 10° tun,
piesto, Ze jejich koncentrace v pfirodnim materidlu byva tadové 0,02 az 0,1 %
susiny. Pro prakticka pouziti se karotenoidy ziskavaji extrakci a chromatografii
Z rostlinného materialu, v primyslovém métitku se provadi jejich Castecna 1
totalni syntéza. Karotenoidy se pouzivaji jako potravinaiskd barviva a ve

farmaceutickém a kosmetickém pramyslu [2].
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1. 1. Prehled karotenoida

Karotenoidy jsou znacné rozSitené Zlut¢é a oranzové, vyjimecné také
Zlutozelené a cCervené, pievazné lipofilni barviva rostlin, hub, fas,
mikroorganismd a de novo také barviva zivocichu (korysu, ryb, ptakd, savci).

V rostlinach  jsou karotenoidy principialné asociovany s chlorofyly
v chromoplastech, resp. v chloroplastech. Dnes je znamo asi 700 pfirozené se
vyskytujicich karotenoidnich latek. Z tohoto mnozstvi vykazuje asi 50 slouc¢enin
aktivitu vitaminu A, které je nazyvaji provitaminy A.

Vétsina karotenoidnich latek se tadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy
formalné obsahujici osm isoprenoidnich jednotek. Za svoji barevnost vdéci
fetézci konjugovanych dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje v nékolika
zakladnich strukturach a jejich kombinacich.

Karotenoidy se d¢li na dvé hlavni skupiny:

1) uhlovodiky nazyvané karoteny

2) kyslikaté slouceniny (alkoholy, aldehydy, ketony, epoxidy a jiné)

odvozené od karotent, které se nazyvaji xanthofyly [3-6].

Podle uhlovodikové struktury molekuly mtizeme karotenoidy rozdélit na:

a) karotenoidy s acyklickou strukturou (napt. lykopen)

b) karotenoidy s monocyklickou strukturou (napf. y-karoten, d-karoten)

c) karotenoidy s bicyklickou strukturou (napi. a-karoten, p-karoten, lutein,

zeaxanthin) [6].

Biosyntéza karotenoidli v ptirodé¢ vychazi zaktivni formy kyseliny octové,
tzv. acetylkoenzymu A. Postupné vznikd acetoacetylkoenzym A, kyselina
mevalonova a isopentenyl-difosfat, ktery ptredstavuje tzv. ,aktivni isoprenoidni
jednotku®. Ze dvou isoprenoidnich jednotek spojenych zplisobem ,hlava-pata*
vznikéa geranyl-difosfat. Ten kondenzuje s dalsi molekulou isopentenyl-difosfatu

za vzniku farnesyl-difosfatu. Prodlouzenim molekuly farnesyl-difosfatu
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kondenzaci s dal$i molekulou isopentenyl-difosfatu vznikd geranylgeranyl-
difosfat s20 atomy uhliku v molekule. Redukéni kondenzaci dvou molekul
geranylgeranyl-difosfatu ~ zptisobem  ,pata-pata“ vznikd  nejjednodussi
karotenoid, resp. karoten, fytoen, ktery jako prekurzor tetraterpent (karotenoidi)
podléha postupné dehydrogenaci za vzniku ,all-trans* konfigurace karotenoidii
[2,5-8].

Lidsky organismus neni schopen biosyntézy karotenoidil, a proto je odkéazan
na jejich pfijem potravou, zejména v zelenin¢ a ovoci, popt. v dopliicich stravy

[9].

1.1. 1. Karoteny

Nejjednodussim prototypem karotent je acyklicky polynenasyceny uhlovodik
fytoen, ktery je syntetizovan ze dvou molekul geranylgeranyl-difosfatu.
Isomeraci fytoenu vznika trans-isomer fytofluen, jeho oxidaci postupné (-
karoten, neurosporen a lykopen, systematickym nazvem w,y-karoten, jako
finalni produkt biosyntézy (Obr. 1).

Alicyklické karoteny vznikaji enzymové katalyzovanou cyklizaci na jednom
nebo na obou koncich acyklickych w-karotenii, kdy se tvofi B-jononové
struktury v B-karotenech nebo a-jononové struktury v e-karotenech.

Prikladem karotenu s B-jononovym cyklem pouze na jednom konci molekuly
je y-karoten, systematickym nazvem f,y-karoten a karotenu s a-jononovym
cyklem pouze na jednom konci molekuly je 6-karoten, systematickym nazvem
g, y-karoten.

Cyklizaci na obou koncich molekuly vznikaji struktury ptitomné naptiklad
v B-karotenu, v a-karotenu nebo v g-karotenu. Sloucenina B-karoten se dvéma [3-
jononovymi cykly se tedy systematicky nazyva B,B-karoten, a-karoten je potom
B,e-karoten, nebot’ ma jeden P-jononovy cyklus a jeden a-jononovy cyklus.

Karoten se dvéma a-jononovymi cykly je e-karoten neboli g,e-karoten.
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Karoteny s B-jononovym cyklem, jako je o-karoten, B-karoten a y-karoten,

jsou prekurzory retinolu. Radi se proto mezi provitaminy A [3-5].

A N N x CH,

CH, CH, CH;

gerany Igerany | diphosphate (ally lic cation)
l EC 2.5.1.32

PP nPP
HC H ("/H
Sopp R
B CH:
) @ CH; prephytoene diphosphate R
CH; . 3 I\‘ Led
=0 15 1¢ -

gerany lgerany | diphosphate HC L
19 3

1o =", , S OH;

CH; CH, CH, phytoene

CH. CH; CH CH
HiC = ™ | D SN N e = CH;
phytofluene CH; CH;
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HiC x x AV V. T Y Wl \ CH;
C-carotene Cih ("‘ cH, ch
AH; = 0,
EC 1.14.99.30
CH: CH; CH; CH; A +2H.0
HC ™ RV VS T T T Y G N S
neurosporene CH; CHy CHy CH;

Ally ¢ O,
EC 1.14.99.30 K
CH; CH; Cl CH A 2n0

“.(.\ \\\\\\\\\\\ \(H;

Iycopene CH CH, CH; CHy

Obr. 1 Biosyntéza lykopenu z geranylgeranyl-difosfatu [5]

1. 1. 2. Xanthofyly

Xanthofyly jsou hlavnimi karotenoidy rostlin. Primdrné vznikaji jako
produkty biochemické oxidace (hydroxylace, epoxidace) karotend.

Xanthofyly odvozené od acyklickych karotend se v potravinach vyskytuji
V malém mnoZstvi.

Mnohem béznéjsi jsou monohydroxysubstituované derivaty alicyklickych
karoteni nazyvané Kryptoxanthiny. VétSina rostlinnych pletiv obsahuje mala

mnozstvi a-Kryptoxanthinu (odvozen je od a-karotenu) a B-kryptoxanthinu
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(odvozen je od B-karotenu), které jsou prekurzory xanthofyli obsahujicich dvé
hydroxylové skupiny v molekule. Xanthofyl B-kryptoxanthin se ftadi mezi
provitaminy A.

Piikladem dihydroxysubstituovanych karotend je lutein (jeho prekurzorem je
a-karoten, resp. a-kryptoxanthin), zeaxanthin (prekurzorem je B-karoten, resp.

B-kryptoxanthin) a laktukaxanthin (prekurzorem je e-karoten), Obr. 2.

|
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“HyO NADPH+H +0, A-H,0 AH,-0, 2
NADP =H,0 NADPH+H +0, 3 ,-0, e
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NADE 0 A+H, 0 AH;+0; A~H0 A+H0  AH;+0; : A+H;0
i L_Z 3-hvdroxy-
o | 5
EC1.14.99.- EC1.14.99.- s ; 'Y
L-dehydroascorbic acid NADPH+H <0,
EC !.10.9% 1.14.13.90
)
L-ascorbic acid NADP ~H,0
L-ascorbic acid  1-dehydroascorbic acid
EC1.10.99.3
— =
5.3.99
EC 5.3.999 A %
NADP +H,0 NADPH+H + 04
EC5.3.998 EC1.14.13.90 EC5.3.99.8

Obr. 2 Schéma biosyntézy xanthofyll [5]

Oxidaci téchto sloucenin vznikaji nasledné 35,6-epoxidy, jakymi jsou

napiiklad antheraxanthin odvozeny od p-karotenu a taraxanthin neboli
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luteinepoxid odvozeny od a-karotenu. Oxidaci na obou koncich molekuly
vznikaji 5,6,5°,6"-diepoxidy, jako je violaxanthin [3-5].

Korunni listky mésicku lékaiského (Calendula officinalis L.) obsahuji
karotenoidni barvivo 5,6-epoxylutein zvany flavoxanthin [3,4].

Neoxanthin, ktery se vyskytuje ve vysSich rostlinach, a také karotenoidni
barvivo tas fukoxanthin jsou ptikladem v pfirodé vzicné se vyskytujicich
slou¢enin nazyvanych alleny (dieny s kumulovanymi dvojnymi vazbami).

Isomeraci 5,6-epoxidi vznikaji oba isomery piislusnych 5,8-epoxidl. Jejich
piikladem je mutatochrom (odvozeny od B-kryptoxanthinu) a mutatoxanthin
(odvozeny od zeaxanthinu). Luteoxanthin a auroxanthin jsou soucasné 5,6- a
5,8-diepoxidy.

Pfesmykem 5,6-epoxidi vznika dalSi skupina xanthofyll, které se nazyvaji
cyklopentylketony nebo také k-karoteny. NejvyznamnéjSimi k-karoteny jsou
kapsanthin a kapsorubin. V mens$im mnozstvi se vyskytuji kryptokapsin,

kapsanthon, kapsochrom, kapsolutein a epoxidy kapsanthinu [3,4].

1. 1. 3. Apokarotenoidy

Pomérné¢ malou, avSak velmi vyznamnou, skupinou xanthofyli jsou
slouceniny obsahujici v molekule méné nez 40 atomi uhliku. Tyto slou€eniny
vzniklé St€penim molekuly karotenoidli se nazyvaji degradované karotenoidy
nebo apokarotenoidy. Apokarotenoidy vykazuji rizné biologické funkce.
Zakladnim a nejvyznamnéjSim  biologicky aktivnim apokarotenoidem
zivoc¢isnych tkani je vitamin A; (all-trans-retinol) [3,4,8].

Mezi vyznamné produkty katabolismu karotenoidi se dale fadi dosti
rozsiteny P-citraurin (30 atomd uhliku), bixin neboli cis-bixin ze semen annatto
(22 atomt uhliku) a krocetin vyskytujici se v Safranu (20 atomd uhliku) [3-5].

Hlavni pfirozenou barevnou sloZkou extraktu z vnéjSich ¢asti semen zvanych
annatto, z kefe orelanik barvifsky (Bixa orellana L.) rostouciho v tropech (v

zemich Stfedni a Jizni Ameriky) je apokarotenoid bixin neboli 9'-cis-bixin,
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ktery vznika jako produkt katabolismu luteinu. Susené blizny Safranu setého
(Crocus sativus L.) obsahuji apokarotenoid krocetin neboli a-Krocetin vznikly

Stépenim zeaxanthinu [3,4].

1. 1. 4. Vyskyt karotenoidii

V zrnickovych utvarech cytoplazmy mnoha rostlinnych bunék jsou obsazeny
ve vode rozpustné komplexy karotenoidl s bilkovinami. V potravinach, kde jsou
jiz puvodni bunétné struktury rozruSeny, nalézdme vSak odsStépené karotenoidy
jako latky ve vod¢€ nerozpustné, ale dobfe rozpustné v tucich a nepolérnich nebo
malo poldrnich rozpoustédlech. Vice nez 90 % rostlinnych karotenoidd je
obsazeno V buiikach listi, obvykle jako smés 20 — 40 % karotent (vice nez 70 %
z nich tvori B-karoten) a 60 — 80 % jejich oxidaénich produktd [2].

Karotenoidy jsou vyznamnymi a nejrozsifenéjSimi lipofilnimi barvivy mnoha
druhii ovoce a zeleniny. Vyskytuji se ve vSech fotosyntetizujicich rostlinnych
pletivech, kde jsou pritomny jako fotochemicky aktivni slozky plastidi
(rostlinnych organel) nazgvanych chromoplasty. Casto je doprovazeji dalsi
barviva, u broskvi a merunék napt. anthokyany. Pritomnost karotenoidl
Vv zelenych ¢astech rostlin byva maskovana chlorofylem.

Kvalitativni a kvantitativni slozeni karotenoidti zavisi na mnoha faktorech,
jako je druh a odrtida rostliny, sezona, stupen zralosti, zplisob zpracovani apod.
V nékterych druzich ovoce a také v bramborach se karotenoidy vyskytuji
Vv jednotkych mg.kg'l, ve vétsin€ druhii ovoce a zeleniny jsou pfitomny
v desitkach mg.kg’l, v mrkvi, rajcatech a paprikiach se nachazeji stovky mg.kg'1
karotenoidi.

Urcita ¢ast karotenoida vytvari vazbu s bilkovinami, podobné jako je tomu u
chlorofyli. Tyto konjugaty se obecné nazyvaji karotenoproteiny. Xanthofyly
se navic vyskytuji jako volné latky a také jako estery s mastnymi kyselinami
(hlavnim barvivem kvéta Slunecnice ro¢ni, Helianthus annuus L., je diester

luteinu s palmitovou kyselinou) nebo jako glykosidy [3,4].
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All-trans-isomery karotenoidd jsou v Cerstvych i tepelné zpracovanych
materidlech doprovazeny malym mnoZzstvim Cis-isomert, které se nazyvaji
neokarotenoidy. B-Karoten doprovazi hlavné geometrické isomery 9-cis-, 13-
cis- a 15,15'-cis-pB-karotenu. Lutein doprovazi hlavné 9-cis- a 9'-cis-, 13-cis- a
13’-cis- isomery a mén¢ 15-Cis- a 15'-Cis-isomert.

V ovoci jednoho druhu se béZné nalézd vétsi pocet karotenoidd. Vzacnéji
(napf. v merunkach a mangu) se jako hlavni barvivo vyskytuje p-karoten.
Dal$imi barvivy merunék jsou ruzné jiné karoteny, xanthofyly jsou pfitomny ve
velmi malém mnoZstvi. V broskvich je ve srovnani s meruiitkami pfitomno veEtsi
mnozstvi xanthofyli, ¢ast se vyskytuje ve form€ monoesteri a diesterQ
mastnych kyselin (pfevazné myristové a palmitové). Pomerance obsahuji znacné
proménna mnozstvi kryptoxanthinu, luteinu, antheraxanthinu a violaxanthinu
jako hlavni barviva a tadu dalSich xanthofyl, avSak pomérné malé mnozstvi
karoteni.

V listové zelening tvofi zpravidla 10 — 20 % pritomnych karotenoidi [3-
karoten. Ve velkém mnozstvi byvaji pfitomny lutein, violaxanthin a neoxanthin.
Hlavkovy salat obsahuje vétsi mnozstvi laktukaxanthinu. Zeaxanthin je hlavni
karotenoid kukufice. V mrkvi je ptrevladajicim barvivem B-karoten. V rajcatech
je ptevazné barvivo lykopen (bézné 85 % vSech karotenoidd). V zelenych
paprikach jsou kromé chlorofylti hlavnimi barvivy karotenoidni barviva lutein,
violaxanthin, neoxanthin a B-karoten. Vétsi ¢ast barviv zralych paprik je plné
nebo c¢asteéné esterifikovana mastnymi kyselinami (asi z 80 %). Ve Zlutych
xanthofylech je vazana mastna kyselina linolova, myristova a palmitova,
v Cervenych xanthofylech je vazdna ptfedevSim laurova, myristova a palmitova
kyselina. Relativné vysoky obsah karotenoidu (az 0,2 %) ma palmovy olej, jeho
pievladajicimi slozkami jsou a-karoten a f-karoten [3,4].

U Zivoc¢icht jsou karotenoidy pfitomné hlavné v povrchovych tkanich (ktze,
krovky, Supiny, pefi, zobdky), ale také ve Zloutku ptacich vajec a jako zrakové

barviva (pigmenty) [2]. Karotenoidy zivocisnych tkani jsou ale rostlinného
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puvodu, protoZze zivocichové nejsou schopni syntetizovat karotenoidy de novo,
pouze preménuji potravou ziskané rostlinné barviva na latky odlisné struktury
nebo je skladuji jako takové [3,4].

Hlavnimi barvivy depotnich tukd ptakd (dribeze) a savcd jsou xanthofyly
lutein a zeaxanthin, pfitomno je také malé mnozstvi B-karotenu a dalSich barviv.
Ve vajecném Zloutku jsou hlavnimi barvivy stejné xanthofyly a karoteny jako
v depotnim tuku slepic. Cervenym barvivem lososovitych ryb a také mnoha
korysu (krevet, krabti, rakl) je xanthofyl astaxanthin. U kory$a je astaxanthin
vazan na bilkoviny v tmavych modroCervenych a zelenoCervenych
karotenoproteinech. Cerveny kanthaxanthin je barvivem nékterych druht broukd
[3,4].

1.1. 5. Pouziti karotenoidu

Nekteré karotenoidni barviva se jako Cerstvé nebo susSené casti rostlin nebo
extrakty pouzivaji k barveni potravin od nepaméti (napi. mrkev, slupky
pomerancu, rajcat, Safran, annatto, paprika). Ke stejnému Ucelu se pouziva také
palmovy olej obsahujici karotenoidni latky.

Syntetické karotenoidy nalezly pouziti jako lipofilni 1 hydrofilni potravinaiska
barviva a také jako antioxidanty pomérné nedavno.

V mnoZstvi zpravidla 1-10 mg.kg™ se karotenoidy pouZivaji k barveni mnoha
potravin, napf. margarinl, syrl, jogurtll, zmrzlin, ovocnych dzust, dresingi,
mouky, téstovin, cukrafskych vyrobku a dalsich [3,4].
karoten (E160a) [2]. Dalsimi karotenoidy, které se pouzivaji jako barviva
V potravinafském prumyslu, jsou annatto (E160b), paprikovy extrakt (E160c),
lykopen (E160d), lutein (E161b) a kanthaxanthin (E1619) [3,4].

Karotenoidy se rovnéz ptidavaji do krmiva dojnic a driibeZe pro zajiSténi

zadouci pigmentace mléka, mléénych vyrobki, vajec a masa [3,4].
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Karotenoidy jsou prekurzory mnoha dulezitych sloucenin, které vznikaji jako
produkty jejich katabolismu nebo oxidace, napi. pii zrani ovoce nebo jeho
zpracovani. Degradacni produkty karotenoidii zodpovédné za vini a chut
potravin (hlavné ovoce a zeleniny) a viini mnoha kvétin jsou pfedev§im Ci3, Cyy,
Cio @ Cy slouceniny. Nejvyznamnéj§imi apokarotenoidy jsou Ciz slouceniny [4].

Stépeni molekuly karotenoidéi in vivo pii zrani a také béhem nékterych
zpusobl zpracovani rostlinnych materiald probiha za katalyzy regioselektivnich
dioxygenasovych enzymi ze skupiny oxidoreduktas. Ngkteré ztéchto
primarnich degradac¢nich produktl karotenoidii jsou jiz samy dualeZitymi
vonnymi latkami, napf. a-jonon a B-jonon vznikaji z a-karotenu a 3-hydroxy-a-
jonon a 3-hydroxy-B-jonon vznikaji z luteinu (Obr. 3). Vyskytuji se jako slozky
vonnych latek malin, bordvek, ostruzin, merunék, manga, bananu, visni, $vestek,
rajcat, papriky, mrkve, petrzele a mnoha jinych druhi ovoce a zeleniny, ale také

zeleného a cerného Caje a tabaku [3,4].

O (0]
¢ : H,C CH H,C CH.
oxidace a $tépeni 2 2 A . 3\ s
a-karoten > CH3+ 3
CH;, CH;,

B-jonon o-jonon
H;C C i o
oxidace a $t&peni 3 5 HC, AChs
lutein > = L b CH,
HO CHs HO CHs
3-hydroxy-3-jonon 3-hydroxy-o-jonon

Obr. 3 Vznik apokarotenoidt z a-karotenu a z luteinu [3]
Kombinovanym ucinkem enzymii ze skupiny oxidoreduktas, svétla, tepla,

kysliku, hydroniovych iontd a dalSich faktort mize dochéazet k isomeraci,

oxidaci a degradaci karotenti a xanthofyli. Karotenoidy pfitomné ve formé
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karotenoproteint jsou stabiln&j$i nez volné latky. Nachylnéjsi viaci zméndm
podminek zpracovani potravin jsou xanthofyly [4].
Vici vngSim béznym vliviim, napt. zméné pH nebo plisobeni redukénich

¢inidel (SO,), jsou karotenoidy pomérné odolné, ale jsou citlivé na oxidaci [2].

1. 1. 6. Antioxida¢ni aktivita karotenoidi

Hlavni pfiznivy acéinek karotenoidli spociva v jejich antioxidacnich
schopnostech. Karotenoidy jsou ptirodni antioxidanty, které pomahaji ¢lovéku v
boji s n€kterymi nemocemi. Ackoli se karotenoidy vzajemné podobaji, kazdy
z nich ucinkuje specificky na urcitou tkan [10].

Karotenoidy reaguji s reaktivnimi formami kysliku a proto pisobi jako
antioxidanty. Mechanismus antioxida¢niho pusobeni karotenoidi se lisi od
mechanismu pusobeni vitaminu E nebo syntetickych fenolovych antioxidanti.
V heterogennich systémech, jako jsou emulze, nejsou vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi karotenoidy. V homogennich systémech, napt. v bezvodych tucich
a olejich, se vSak jednotlivé latky svymi antioxida¢nimi vlastnostmi ponékud
li§i. Za anaerobnich podminek, resp. v pfitomnosti malého mnozstvi kysliku,
vykazuji karotenoidy vyssi antioxidac¢ni ucinky [8,11].

Karotenoidy jako antioxidanty jsou uc¢inné pti nizkych koncentracich kysliku,
a tim dopliuji antioxidacni pisobeni vitaminu E, ktery je U¢inny pii vySSich
koncentracich kysliku [12].

B&zny atmosfericky kyslik O, existuje ve stavu tripletovém (°0,). Excitaci
tripletového kysliku vznika reaktivni singletovy kyslik ('O), ktery muZe
reagovat s dvojnou vazbou nenasycenych lipidit (minimalné 1450-krat rychleji
nez tripletovy kyslik) a dalsich nenasycenych sloucenin. Ze slozek potravin jsou
to hlavné karotenoidy, které jsou schopny zhasSet singletovy kyslik [8,13,14].
Karotenoidy vykazovaly o tfi fady vyssi schopnost inaktivovat singletovy kyslik

ve srovnani s flavonoidy [15]. Ur¢ité karotenoidy, jako napiiklad lykopen,
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astaxanthin a kanthaxanthin, jsou u€innéjsi pti zhaSeni singletového kysliku nez
B-karoten [4].

Za nejvyznamngéjsi faktor zpuisobujici rozpory mezi antioxidacni aktivitou in
vitro a ucinkem antioxidantd v lidské organismu se pfitom povazuje jejich
biologickd dostupnost, zahrnujici tfi zakladni faze, a to uvolnéni danych latek
Z potravinové matrice, jejich vstiebani v travicim Ustroji a pfestup do bunck
[15].

Dokonce ani po vice nez 25 letech intenzivnich studii jesté neni ziejmé, jestli
karotenoidy maji dulezité misto v hierarchii pfirodnich antioxidantd in vivo.
Jednou z nejvice obecné diskutovanou vlastnosti karotenoidi je jejich schopnost
reagovat jako antioxidant nebo prooxidant v zavislosti na reakénich podminkach
daného biologického systému [9].

Hlavni vyznam karotenoidli spociva v jejich ptispévku k pfenosu energie ve
fotosyntéze (funguji jako doplnkové fotoaktivni barviva) a v ochrané prokaryot
proti zhoubnym ucinklim svétla. Vedle molekul chlorofylii obsahuji chloroplasty
i nckteré jiné barviva (pigmenty), napi. karotenoidy, které se podileji na
absorpci svétla v zelené oblasti a zvySuji tak Gc¢innost jeho zachycovani. Jinak

v§ak jejich funkce ve fotosyntéze neni jasna [2].

1.1. 7. Vyznam Kkarotenoidi ve vyzivé clovéka

vvvvvv

v-karoten, B-kryptoxanthin, lutein, zeaxanthin, astaxanthin, neoxanthin,
violaxanthin, kanthaxanthin a citranaxanthin, které ptisobi jako provitaminy a
antioxidanty. Udaje o jejich koncentracich v potravinach jsou dosud znaéné
omezené, ale diky rozvijejici se analytické technice jsou stale upiesiovany [1].
V lidské organismu je podil na celkové koncentraci cirkulujicich karotenoidi
nasledujici: lykopen 20-40 %, B-karoten 15-30 % a lutein 10-20 %. Lykopen a
B-karoten prevladaji v krevnim séru a lutein Vv erytrocytech. Primeérna

koncentrace luteinu v krevnim séru lovéka je 0,36 pmol.I™ [1].
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Vstiebatelnost uvolnénych karotenoidd (pfirozené vazanych v chloroplastech
nebo chromoplastech) z potravinové matrice je v travicim ustroji clovéka obecné
nizka. Mira a rychlost vstiebavani karotenoidi mize byt ovlivnéna (obvykle
zvySena) piedchozim kulinarnim zpracovanim potravin. Napiiklad lykopen je
lépe vyuzitelny zrajéatovych vyrobkli nez ze syrovych rajéat a [-karoten
Z tepelné opracované mrkve ¢i Spenatu nez ze syrové zeleniny [15].

Isomerické formy (cis/trans) karotenoidi mohou byt dulezitym faktorem
Vv biologické aktivit¢ karotenoidl, pifedevSim ve vztahu k jejich biologicke
dostupnosti, pfenosu a ukladani v tekutinach a tkanich lidského téla [9].

Za antioxida¢n€ vysoce u¢inny karotenoidovy mix, jehoz sloZky se ve svych
ucincich vzajemné podporuji (tzv. synergismus) se povazuje: P-karoten, o-
karoten, y-karoten, lutein, zeaxanthin a lykopen [16].

Doporucené denni davky karotenoidii jsou nasleduyjici:

- B-karoten 1-6 mg,

- lutein 1-5 mg,

- zeaxanthin 1 mg,

- karotenoidy (celkov¢) 6-10 mg [17].

Vyssi denni davky karotenoidli nez doporucéené, ziskané at’ uz z potravy nebo
Z dopliikl stravy, mohou oranzové¢ zbarvit kizi, zvlasté na dlanich a chodidlech.
Tento priznak je neSkodny a postupné vymizi, snizime-li denni davky
karotenoida [10].

Pro antioxida¢ni vlastnosti se karotenoidy uplathuji v prevenci
degenerativnich procesit a jako antikarcinogenni latky [3,4]. V ptipadé B-
karotenu se pozitivni u¢inek na lidsky organismus zvySuje jen do urcité davky.
Vysoké davky B-karotenu mohou totiz plisobit negativné, tj. zvySovat riziko
nddorovych onemocnéni a/nebo wurychlovat jejich rozvoj, coz za téchto
podminek souvisi s jeho moznou konverzi na prooxidant [15].

Karotenoidy (predevSim [-karoten) chrani lidskou k0z pied vysokou

intenzitou slunecniho zitfeni a UV zifenim, které muze vést k poskozeni kuze,
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popt. byt pfi¢inou rakoviny kiize. Karotenoidy maji také pozitivni vliv na
imunitni systém ¢lovéka [9].

populaci. Aktivitu vitaminu A (antixeroftalmicky vitamin, vitamin proti
xeroftalmii, Seroslepot€) vykazuje asi 50 ptirozené se vyskytujicich sloucenin ze
skupiny karotenoidid, které se nazyvaji provitaminy A. Nejznaméj$im a
nejvyznamnéj§im provitaminem A je [-karoten. V potravinach je casto
doprovazen a-karotenem, y-karotenem a xanthofyly (B-kryptoxanthinem,
echinenonem) a dal§imi provitaminy A. Dalsi karotenoidy, jako jsou a-
kryptoxanthin, lutein a zeaxanthin, vykazuji naproti tomu asi polovi¢ni aktivitu
jako provitaminy A [4,8,9].

U zivocicha, ale 1 u ptaki a ryb, jsou provitaminy A (karotenoidy obsahujici
alesponn jeden [B-jononovy cyklus) transformovany na all-trans-retinal neboli
retinaldehyd. Z B-karotenu (symetrickym Stépenim molekuly B-karoten 15,15'-
dioxygenasou) vznikaji dvé molekuly retinalu, ostatni provitaminy A poskytu;ji
pouze jednu molekulu retinalu. Retinal je reversibilné redukovan
retinoldehydrogenasou na all-trans-retinol (axeroftol ¢i vitamin Aj), ktery je
nejvyznamnéj$im biologicky aktivnim apokarotenoidem zivocisnych tkani [8].
Retinol je vyznamny piedev§im v biochemii zrakového vjemu. Biochemie
vidéni je sloZity proces. V tomto procesu isomeruje all-trans-retinol na 11-cis-
retinol a ten je enzymové oxidovan na ptislusny aldehyd, 11-cis-retinal, ktery se
specificky vaze na zrakovy protein opsin, ¢imz dojde k vytvoreni rhodopsinu.
Vznikly komplex je vizudlnim pigmentem (fotoreceptorem), ktery zahajuje
kaskadu, jez svétlo (fotony) dopadajici na sitnici oka prevadi na elektricky
impuls ¢ili nervovy signal. Pohlcenim fotonu ze svétla se rthodopsin $tépi na
opsin a all-trans-retinal, ktery je nezbytny pro udrzovani této cyklické reakce.
Celkovy pribéh fotorecepce vyjadiuje tzv. Walduv cyklus [7,8,11,12,14,18].

PtestoZe az dosud bylo v potravé identifikovano ptes Sest set karotenoidovych

barviv, lidsky organismus jich umi vyuZzit pouze Sest. Sem patii kromé [-
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karotenu, ktery je znich nejznaméjsi, také a-karoten, lutein, lykopen,
kryptoxanthin a zeaxanthin [10].
V tomto stoleti se ocekava plné vyuziti péti nejucinnéjSich karotenoidu, a to

a-karotenu, B-karotenu, lykopenu, luteinu a zeaxanthinu [19].

1. 2. Lutein

Lutein, systematickym nazvem (3R,3'R,6'R)-B,e-karoten-3,3"-diol nebo také
3,3’-dihydroxy-a-karoten, ma chemicky vzorec CyHss0,, Strukturni vzorec je
na Obr. 4. Jako potravinaiské barvivo ma lutein oznaceni E161b, molarni
hmotnost 568,87 g.mol™, teplota tani 190 °C a symbol CAS 127-40-2. V &isté
form¢ je lutein Cerveno-oranzova Kkrystalicka latka, nerozpustna ve vodg,

rozpustna v tucich a v organickych rozpoustédlech [4,5,20].

Obr. 4 Strukturni vzorec luteinu

Lutein (z lat. luteus znamena ,zluty*) je Zluté rostlinné barvivo patiici do
,chemické rodiny* karotenoidii, resp. xanthofyld. Je ptfitomen v mnoha druzich
ovoce a zeleniny, zejména v listové zelening, ale také ve vajecném zloutku a
Vv o¢nich tkanich [21-25].

Lutein se v téle ¢lovéka neméni ve vitamin A, ale je i¢innym antioxidantem.
Vynika ochranou o¢i, protoze neutralizuje volné radikaly, které vznikaji
piisobenim ultrafialovych paprskli na oc¢ni sitnici. Zastavuje také degenerativni
zmény na zluté skvrné, jez byva ptic¢inou slepoty [19].

Clovék neni schopen syntetizovat lutein a proto jeho pifjem zcela zavisi na

pfrirodnich zdrojich jako je ovoce a zelenina nebo na doplicich stravy [21,24].
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Sladkovodni ryby pfeménuji lutein na anhydrolutein, ktery se S$tépi na
pfislusné aldehydy. Znich vznikaji redukci all-trans-3,4-didehydroretinol
(vitamin A,) a all-trans-3-hydroxyretinol, ktery se mize dehydratovat za vzniku
dal$i molekuly vitaminu A, (Obr. 5). U mofiskych ryb, ptakli a savci se tento

vitamin netvofti [5,8].

i . CH; CH; CH; CH;
Hi( '..|I( H; H.C ."||( "Hy >
TR OH I S g OH
H()/ CH; CH;
3-hydroxy-all-trans-retinol 3.4-didehydro-all-frans-retinol

Obr. 5 Vznik vitaminu A; z luteinu [5]

1.2. 1. Syntéza luteinu a jeho isomerické formy

Biosyntéza all-trans-luteinu v rostlinach se stava sttedem zajmu vyzkumnik
zdtvodu zvySeni produkce luteinu rostlinami pomoci genovych manipulaci
rostlin [24]. Schéma biosyntézy luteinu je znazornéno na Obr. 6.

Chemicka syntéza all-trans-luteinu neboli (3R,3'R,6'R)-luteinu je velmi
obtiznd a Casové narocna. Molekula luteinu obsahuje tfi centra chirality (C3,

C3’a C6") a proto muze vzniknout osm stereoisomert luteinu [26].
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/k/\/k/\/k/\/l\/\/Y\/Y\/Y\/Y phytoene

\l/ Phytoene desaturase (crtB)

M/M/Y\/Y\/Y phytofluene

\l/ Phytoene desaturase (crtB)

W/M/YVY\/Y C-earotene

\l/ Phytoene desaturase (crtB)

WW/Y\/\K\/Y neurosporene

\l/ Phytoene desaturase (crtB)

/k/\/l\/\/k/\)\/\/Y\/\r\/\l/\/Y lycopene

\l/ Lycopene e-cyclase (crtL-e)

M\(\/\(\/\/ Creazotens

\l/ Lycopene B-cyclase (crtL-b)

o-carotene

\L B-carotene hydroxylase (crtZ)

6 lutein

Obr. 6 Biosyntéza luteinu [24]
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Rostlinné materialy obsahuji all-trans-isomer luteinu, ale byly detekovany i
cis-isomery luteinu znazornéné na Obr. 7, které vznikaji i plisobenim svétla,

teploty a dalSich faktord béhem extrakce a analyzy vzorku [24,27,28].

OH

HO

13-cis lutein 13’-cis lutein

9-cis lutein 9’-cis lutein

Obr. 7 Chemicka struktura isomert luteinu [28]

1. 2. 2. Prirodni zdroje luteinu

V rostlinnych materidlech je lutein pfitomen ve dvou formach:

a) ve form¢& volného luteinu — napt. v listové zelenin¢ (kapusta, Spenat a
brokolice),

b) ve form¢ esteru luteinu s mastnymi kyselinami — nap#. v ovoci (mango,
pomeran¢, papaja a jin€) a V zeleniné (zelena a Cervena paprika, zluta

kukufice a jiné) [24,29,30].
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Koncentrace luteinu v pozivatelnych pifirodnich zdrojich, zejména Vv zeleniné
a ovoci, zavisi na druhu, odridé, stupni zralosti, ¢asti plodu, ale také na jejich
tepelné upravé ¢i zpisobu konzervace nebo skladovani [24]. Obsah luteinu

v nékterych druzich Cerstvé zeleniny a ovoce je znazornén na Obr. 8.

20 1
18 —/
16 —/
‘é_” 14 -/
E 12 —/
20
E L7
s ¥
+ ¥
, ¥
0
kapusta Spenat brokolice mango  pomerané  papaja Kukufice

Obr. 8 Obsah luteinu ve vybrané Cerstvé zeleniné a ovoci [24,30]

Biologicka dostupnost a vyuzitelnost luteinu z potravy zavisi na jeho zdrojich
a je velmi riznoroda. Vyuztelnost luteinu z vaje¢ného Zloutku je vysoka,
zovoce nizka a z listové zeleniny velmi nizka [24,31-35]. Vhodna tepelna

uprava potravin zvysuje relativni vyuzitelnost luteinu [36].

1. 2. 3. Komercni zdroje luteinu

Bohatym zdrojem luteinu je aksamitnik vzptimeny (Tagetes erecta L., Obr.
9), ktery se pro komeréni udely péstuje v Mexiku, Peru, Ekvadoru, Spanélsku,
Indii a Ciné [21,24,25,37].
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Obr. 9 Aksamitnik vzpiimeny (Tagetes erecta L.) [38]

Susené kvéty aksamitniku vzpiimeného obsahuji 0,10 - 0,16 % karotenoidd,

z toho 80 % tvori diestery luteinu, jejichz slozeni je na Obr. 10 [21].

B Lutein dipalmiat 50% O Lutein dimyristat 30% O Lutein monoestery 6%
OZeaxanthin estery 5% B Ostatni 9%

Obr. 10 SloZeni karotenoidii v susenych kvétech aksamitniku vzptimeného

[21]

Extrakci suSenych a rozemletych kvétd aksamitniku vzpiimeného se ziskava
nepolarni extrakt (z ang. oleoresin), ktery je dualezitym komerénim zdrojem
luteinu. Béhem technologického procesu se vlivem tepla, svétla, vzdusného
kysliku a kyselin, katalyzuje isomerace trans-luteinu na cis-lutein. SloZeni

nepolarniho extraktu zaksamitniku vzptimeného je na Obr. 11. Purifikaci
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nepolarniho extraktu se ziskava lutein ester nebo jeho naslednou saponifikaci se

ziskava volny lutein [21].

‘ Etrans-Lutein 70% MBcis-Lutein 20% OZeaxanthin 7% MWOstatni 3%

Obr. 11 Slozeni nepolarniho extraktu z aksamitniku vzpiimeného [21]

Ob¢ formy luteinu, jak lutein ester tak volny lutein, se komeréné pouzivaji
jako suroviny pro vyrobu doplikil stravy. Vyrobci luteinu pro komercni ucely
nabizi lutein nebo lutein ester v praskové, v olejové nebo v enkapsulované

formé (z ang. ,beadlets*), Obr. 12 [21].

Obr. 12 Komer¢ni formy luteinu [38]
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ke komerénim ucelim, extrakt z kvéth aksamitniku vzptimeného, objevuji se
stale Castéji studie o alternativnich pfirodnich zdrojich tohoto vyznamného
karotenoidu, resp. xanthofylu. Biotechnologickd produkce luteinu pomoci fas ¢i
mikrofas (napt. Botryococcus braunii, Chlorella pyrenoidosa., Scenedesmus
almeriensis, Coccomyxa acidophila) za¢ina byt povazovana za ekonomicky
zajimavou alternativou pro komercni vyuziti. Z 1 kg suché biomasy lze extrakci

ziskat 10 g luteinu [39-47].

1. 2. 4. Lutein ve vyzivé Clovéka

Lutein je velmi ddlezity pro zrak. Hromadi se ve dvou oblastech o¢i — Vv tzv.
Zluté skvrné (lat. macula lutea) na sitnici a v o¢ni Coc¢ce. Lidé s degeneraci zluté
skvrny maji Casto celotélovy nedostatek luteinu a male, neefektivni zasoby
tohoto karotenoidu v oku. Vzhledem Kkroli Zluté skvrny v ,jemném® i
,centralnim® vidéni muze jeji degenerace vést k vaznému zhorSeni zraku a
slepoté [10,48-50].

Lutein je zivotn¢ dulezitou soucasti o¢ni sitnice a chrani oci pfed poskozenim
ultrafialovym zafenim a naslednou ztratou zraku. Luteinu funguje jako filtr
modrého svétla (v rozmezi vinovych délek od 400 do 460 nm), které zptisobuje
nevratné poskozeni oc¢ni sitnice. Tento vyznamny karotenoid snizuje riziko
makularni degenerace a Sedého zakalu [24,50-56].

Vékem podminéna makularni degenerace (z ang. Age-related Macular
Degeneration — AMD nebo ARMD) je zdravotni stav, ktery vede ke ztrat¢ zraku
ve stfedu zorného pole v diisledku poskozeni o¢ni sitnice. V rozvinutych zemich
je hlavni pfi¢inou oslepnuti osob nad 55 let, u nas postihuje kazdého dvacatého
seniora. Toto onemocnéni poSkozuje makulu, coz je centralni Cast o¢ni sitnice,
ktera je dulezita pro jasné a ostré vidéni. Jak nemoc postupuje, v centralnim poli
vidéni se postupné objevuji slepé skvrny. Studie ukazuji, Ze strava bohata na

lutein snizuje riziko vzniku makularni degenerace [51].
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Studie potvrzuji, ze zvySeny piijem luteinu (v potravé nebo v doplicich
stravy) souvisi se zvySenim hodnoty optické hustoty makularniho pigmentu (z
ang. Macular Pigment Optical Density — MPOD). Nizkd hladina makularniho
pigmentu ma za nasledek poSkozeni o¢ni sitnice, a tim je vyssi riziko vyskytu
vékem podminéné makularni degenerace [53,55,57-59].

Docasné oslepnuti neboli fotofobie nastane po piimém ozafeni svétlem
vysoké intenzity (napf. svétla protijedouciho auta), které ma za nasledek
nepiijemny pocit az bolest oc¢i. Fotofobie se pomérné casto vyskytuje u lidi
s makularni degeneraci. Vyss$i hladina makularniho pigmentu zvySuje viditelnost
a snizuje nepiijemny pocit V pfitomnosti oslnivého zdroje svétla [55,59].

Hlavni pfi¢inou zhorSeného zraku v rozvinutych zemich je Sedy =zikal
(katarakta, z ang. cataract). S postupujicim vékem oc¢ni ¢ocka ztraci pruhlednost
a tim dochazi ke zhorSeni zraku (zastfen¢ vidéni a ztrata vnimani podrobnosti).
Ackoli se spojitost mezi luteinem a Sedym zakalem jesté stale zkoum4, studie
nasvédcuji tomu, Ze tento karotenoid muize puisobit jako vnitini slunecni bryle
filtrujici Skodlivé ultrafialové paprsky [24,51,55,60].

Lutein hraje diilezitou roli v percepcnim jevu, nazvaném Haidingertiv snop,
umoziujici Clovéku spatiit a uréit rovinu polarizovaného svétla ¢i smér rotace
kruhov¢ polarizovaného svétla [9].

Neddvno dokonceny vyzkum naznacuje, Ze lutein rovnéZ chrani proti
nemocem srdce a rakovin€. Je rozpustny v tucich, a proto jej pienasi jedna
z forem cholesterolu — lipoprotein o nizké hustoté. Lutein také pravdépodobné
prispiva k funkénosti imunitniho systému [24,48].

Lutein je velice dilezitym antioxidantem. M4 silné antioxida¢ni vlastnosti a
preventivné chrani o¢i a pokozku pted silnym slunecnim zafenim, necistotou
v ovzdusi, zplodinami koufeni a UV zafenim. Lutein zabranuje peroxidaci tukd,
ktera je znacna jak v krevnim séru, tak i v o¢ich. Vysoké davky luteinu snizuji

riziko vzniku rakoviny délozniho hrdla [10,24,56].
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Mnoho védeckych studii se zabyvalo antioxida¢ni aktivitou luteinu
Vv modelovych systémech, ale vétSina znich nemtize byt pouZita k porovnani

antioxida¢niho 0¢inku luteinu ziskaného =z ptirodnich zdroji (z potravy) na

lidské zdravi [24].

1.2. 5. Zeaxanthin

Zeaxanthin, systematickym nazvem (3R,3'R)-B,B-karoten-3,3’-diol nebo také
3,3’-dihydroxy-B-karoten, ma chemicky vzorec CyHssO,, strukturni vzorec je
na Obr. 13. Jako potravinové barvivo ma zeaxanthin oznacCeni E161h, moléarni
hmotnost 568,87 g.mol™, teplotu tani 215,5 °C a symbol CAS 144-68-3. V &isté
formé je zeaxanthin Cerveno-oranZova krystalickd latka, nerozpustna ve vodé,

rozpustna v tucich a v organickych rozpoustédlech [4,5,20].

Obr. 13 Strukturni vzorec zeaxanthinu

Zeaxanthin je zlutooranzové rostlinné barvivo, zvlasté hojny v kukufici,
vV tmavozelené zelening€, dyni a Cervenych paprikach, je obsazen 1 ve vajeéném
Zloutku [10].

Lutein a zeaxanthin maji stejny chemicky vzorec. Zeaxanthin je isomer
luteinu, ale neni jeho stereoisomerem. Pfirodni forma all-trans-zeaxanthinu je
(3R,3'R)-zeaxanthin. Zeaxanthin ma dv¢ centra chirality (C3 a C3"), ale existuje
jen ve tfech ruznych sterecoisomerech, protoze molekula zeaxanthinu je
symetrickd a stereoisomery (3R,3’S)-zeaxanthin a (3S,3'R)-zeaxanthin jsou

identické. Tyto stereoisomery se nazyvaji meso-zeaxanthin [61].
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Zeaxanthin je obsazen v o¢ni sitnici jako slozka makuldrniho pigmentu a také
vV o¢ni CoCce. Pomér luteinu, zeaxathinu a meso-zeaxathinu ve Zluté skvrné
lidského oka je 1:1:1. V o¢ni sitnici je pomér luteinu k zeaxanthinu 3:1 [49,55].

Lidské télo neni schopno syntézy zeaxanthinu, ale je za urcitych okolnosti
schopno pfeménit lutein v zeaxanthin, nikoliv vSak naopak [48,62]. Nedavna
studie prokazala, Ze meso-zeaxanthin je metabolickym produktem luteinu [59].

Zeaxanthin chrani o¢i podobné jako lutein pifed ultrafialovym zafenim, které
muze vyvolat degeneraci o¢ni sitnice a postupné oslepnuti. Pomaha tak snizovat
riziko makuldrni degenerace a poruch zraku spojenych s vékem, které jsou
hlavni pfi¢inou slepoty u starSich lidi. Zeaxanthin pomaha v boji proti srde¢nim
nemocem a chrani také pfed nékterymi druhy nddort tim, Ze potlacuje rust
nadorovych bunék. Vysoké davky zeaxanthinu snizuji riziko vzniku rakoviny
délozniho hrdla [10,19,51,62].

Rozdil mezi biosyntézou luteinu a zeaxanthinu je znazornén na Obr. 14 [63].

GGPP T—. _.—  GGPP

'
Ao Ay

1 phytoene

e

l phytofluene

T

l‘ zeta-carotene
-~ lycopene =
delta-carotene gamma-carotene

WW

alpha-carotene beta-carotene

W&

zeinoxanthin bata-cryptoxanthin
W B w
zeaxanthin

lutein

Obr. 14 Biosyntéza luteinu a zeaxanthinu [63]
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1. 3. Dopliiky stravy
1. 3. 1. Dopliiky stravy v potravinarské legislativé

Pozadavky na potraviny a na provozovatele potravinarskych podnikti ma
kazda zemé stanoveny ve svém narodnim pravnim systému. V Ceské republice
je zakladnim predpisem Zakon o potravindch a tabdkovych vyrobcich ¢.
110/1997 Sbh. v platném znéni (viz. Zakon ¢. 224/2008 Sb.). Zakonem jsou
definovany i pojmy, které se v potravinarské legislativé pouzivaji:

- Dophiky stravy jsou potraviny, jejichz ucelem je dopliovat nutriéni
hodnotu bézné stravy ve formé koncentrovanych zdroji vitamint a mineralnich
latek nebo dalSich latek s nutricnim nebo fyziologickym uc¢inkem; jsou uréené
K ptimé spotiebé v malych odmétenych mnozstvich.

- Potravni dopliky jsou latky svyznamnym biologickym uc¢inkem
(vitaminy, mineralni latky, aminokyseliny, mastné kyseliny apod.), které se
piidavaji do potravin za u€elem zvysSeni nutricni hodnoty.

- Vyzivové tvrzeni je udaj o zvlaStnich vyZivovych vlastnostech (sniZeny
nebo zvyseny obsah Zivin nebo energetické hodnoty).

- Zdravotni tvrzeni je tvrzeni, ze kterého vyplyva, Ze existuje souvislost
mezi potravinou nebo nékterou jeji slozkou a zdravim, napi. snizeni rizika
vzniku urcit¢tho onemocnéni; vyZzivova a zdravotni tvrzeni musi byt zaloZena na
vSeobecné uznavanych védeckych poznatcich a kazdy, kdo takova tvrzeni uvadi,

musi byt schopen je dolozit [4].

1. 3. 2. Dopliiky stravy s luteinem

Na celém svéte vzrustd zajem o zdravy Zivotni styl a nikdo uz nepochybuje o
tom, Ze nejvetsi diiraz je tfeba klast na prevenci zdravotnich potiZzi a nemoci.
Lutein je pfirodni latka, kterou ziskavame v omezené mife z potravin a/nebo z

dopliikli stravy, v nichz je obsah luteinu pfesné definovan [16].
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Kvili relativné nizké biologické vyuzitelnosti luteinu z pfirodnich zdroji je
doporucovana konzumace potravin obohacenych o lutein nebo uzivani dop litkki
stravy s obsahem luteinu [24].

Denni doporu¢enda davka luteinu je 6 az 10 mg. Nekteré studie dokonce
doporucuji denni davku az 20 mg luteinu [22,23,42,50,54,56,59,97,135].

Zdroje [52,53] uvadi, Ze vztah mezi zvySenym piijmem luteinu a snizenym
rizikem vyskytu makularni degenerace a Sedého zakalu neni dostate¢né

prokazana k zavedeni zdravotniho tvrzeni a doporucuje dalsi klinické studie.

1. 4. Stanoveni luteinu metodou HPLC

Kapalinovd chromatografie byla pouzita pro separaci biologicky aktivnich
lytek pted vice nez 100 lety. V plivodné navrZzené kapalinové chromatografii na
normalni fazi se pouziva poldrni stacionarni faze a nevodna mobilni faze, jako je
aceton, chloroform, benzen atd. Uvedené chromatografick¢é usporaddani bylo
postupné nahrazeno separacemi na reverznich fazich, u kterych je separacni
ucinnost (pfi vhodné zvolenych experimentalnich podminkach) vyrazné vyssi, a
to hlavné pro nepolarni latky [64].

V odborné literatuie je jako zdroj luteinu, ktery je predmétem analyzy,
pouzivan rostlinny materidl (ovoce, zelenina, obili, ryZe atd.), Zivo¢iSny material
(vejce, mléko, krevni plazma a sérum, ocni tkan€ atd.), fasy ¢i biomasa, ale take
produkty potravinaiského primyslu (dzus, vino, kecup, té€stoviny, chleba atd.) a
krmivarského pramyslu [24,27-37,39,41-43,45,47,49,54,57,58,63,65-124,131].

Vybrané prace [37,73,76,78,80,81,89,100,107,133] se zabyvaly Stanovenim
obsahu luteinu v kvétech (Cerstvych nebo susenych) ¢i v nepolarnich extraktech
ziskanych z aksamitniku vzptimeného (Tagetes erecta L.), které se pouZivaji pro
komer¢ni ucely k vyrob¢& dopliikii stravy.

Obsah luteinu v dopliicich stravy (tablety, tvrdé a mékké Zelatinové tobolky)
byl stanoven pomoci HPLC [125-128].
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1.4. 1. Extrakce luteinu

Pied HPLC analyzou luteinu je nutna jeho predchozi extrakce ze vzorku.
Metoda extrakce organickymi rozpustédly (polarnimi, nepolarnimi a jejich
kombinace) je nejpouzivancjsi a také nejméné instrumentilné narocnou
metodou. V zavislosti na charakteru analyzovaného vzorku je tento zpisob
extrakce pouzivan bud’ samostatné nebo v kombinaci s piedchozi saponifikaci
vzorku [24].

Rozpustnost a stabilita luteinu v organickych rozpoustédlech pouzivanych pro
extrakci je velmi rozmanitd. Kombinace organickych rozpousStédel mlze mit
pozitivni, ale 1 negativni vliv na vysledek nasledujici HPLC analyzy. Byla také
provéfena moznost pouziti organickych rozpoustédel s ohledem na Zzivotni
prostiedi a bezpe¢nou manipulaci [129-131].

Publikované vysledky vyuzti superkritické fluidni extrakce tekutym CO,
k extrakci luteinu nebyly pozitivni [44,46,132,134]. Zdroj [133] doporucuje

vyuZiti tohoto zplisobu extrakce k oddéleni stereoisomerl luteinu.

1.4. 2. Vybér chromatografické kolony

V odborné literatufe je vétSinou pouzivana pro stanoveni luteinu pomoci
HPLC chromatografickd  kolona s naplni Cis [24,29,31-35,39,41-
43,45,47,57,63,65-70,72,74,77,79,81,85,86,88-92,94,98-100,103,104,106, 107,
112,113,116,118,122,128,130].

Pro ptesnéjsi HPLC analyzy byla pouzita kolona s naplni Cs, kterd je velmi
vhodna i pro oddéleni jednotlivych trans- a cis- isomerd luteinu [24,28,30,36,37,
73,75,76,78,80,82-84,93,95-97,101,102,105,108-111,114-117,119,120,123-128,
131,134].

Pro stanoveni chemickych latek se stejnou molekulovou hmotnosti, jako jsou
lutein a zeaxanthin, je doporucovano pouziti kolony kyanopropylové (s naplni s
koncovou skupinou — (CH,)s—CN) [24,27,49,68,70,71,77,81,88,133].
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2. CILE DIZERTACNI PRACE

Dopliiky stravy obsahujici lutein se postupné stavaji nedilnou soucésti naSeho
béZného Zivota.

Jejich dostupnost na ¢eském trhu, at uz v lékarnach, supermarketech c¢i
Vv internetovych obchodech, je velmi Siroka a neomezena. Rada téchto doplitki
stravy budi podezieni pomérné vysokym obsahem ucinnych latek na strané
jedné a nizkou cenou na stran¢ druhé.

Za naprosto nemoralni vii¢i spotiebiteli povazujeme to, kdyZ doplnck stravy
neobsahuje deklarované mnozstvi Gcinné latky (potravniho dopliku), ktery je

uveden vyrobcem na etiketé vyrobku.

Cile dizerta¢ni prace jsme rozdé€lili do péti ¢asti:

1. Stanovit obsah luteinu v extraktech z aksamitniku vzpiimeného, které se
komeréné pouzivaji k vyrobé dopliki stravy nebo k obohaceni potravin a
napoju karotenoidy, pomoci metody HPLC.

2. Porovnat kvalitu dvou forem surovin obsahujicich lutein, enkapsulovana
forma (z ang. ,,beadlets”) a praskova forma

3. Stanovit obsah luteinu v dopliicich stravy, které jsou dostupné na ¢eském,
slovenském, polském a mad’arském trhu, pomoci metody HPLC.

4. Porovnat kvalitu tfi aplikacnich forem doplika stravy (tableta, mékka a
tvrda tobolka) s obsahem luteinu

5. Porovnat kvalitu doplikd stravy s obsahem luteinu podle zemi ptvodu

vyrobcl
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3. 1. Vybér vzorkiu

3.1. 1. Vybér vzorka surovin

Pro tuto dizerta¢ni praci byly vybrany extrakty z aksamitniku vzpfimeného,
které se pouzivaji pro komercni ucely, pfedev§im jako vstupni suroviny
k vyrob¢ doplnku stravy. Obsah luteinu pro komeréni oznaceni v nadzvu surovin
pouZivanych vyrobci ze zemi ptivodu Cina, Indie, Izrael a Mexiko byl v rozmezi
od 5 do 80 %. Vzorky surovin (extraktil) byly rozdéleny podle formy suroviny
na enkapsulovanou formu (z ang. ,beadlets) a na praskovou formu. Jejich

charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1 a 2.

Tab. 1 Enkapsulovana forma extraktd z aksamitniku vzpiimeného

Oznaceni suroviny Komeréni oznaceni vyrobci Zem¢ puvodu
(extraktu) (dle obsahu luteinu) (vyrobce)
L1 Lutein 5% Indie
L2 Lutein 5% Indie
L3 Lutein 5 % Cina
L4 Lutein 5 % Cina
L5 Lutein 5 % Cina
L6 Lutein 5 % Cina
L7 Lutein 5% |zrael
L8 Lutein 10 % Indie
L9 Lutein 10 % Cina
L10 Lutein 10 % Cina
L11 Lutein 20 % Indie
L12 Lutein 20 % Indie
L13 Lutein 20 % Cina
L14 Lutein 20 % |zrael
L15 Lutein 25 % Indie
L16 Lutein 25 % Indie
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Tab. 2 Praskova forma extraktt z aksamitniku vzpfimeného

Oznaceni suroviny Komer¢ni oznaceni vyrobci Zem¢ puvodu
(extraktu) (dle obsahu luteinu) (vyrobce)
L17 Lutein 5 % Indie
L18 Lutein 5 % Cina
L19 Lutein 5 % Cina
120 Lutein 5 % Cina
L21 Lutein 5 % Cina
122 Lutein 5 % Cina
L23 Lutein 5 % Cina
L24 Lutein 20 % Cina
L25 Lutein 20 % Cina
126 Lutein 20 % Cina
L27 Lutein 20 % Cina
L28 Lutein 25 % Mexiko
L29 Lutein 70 % Mexiko
L30 Lutein 70 % Mexiko
31 Lutein 75 % Cina
L32 Lutein 75 % Cina
L33 Lutein 80 % Cina
L34 Lutein 80 % Cina

3.1. 2. Vybér vzorkii doplikii stravy

Pro tuto dizertacni praci byly vybrany dopliky stravy dostupné na ¢eském,
slovenském, polském a madarském trhu. Deklarovany obsah luteinu vyrobci
dopliki stravy ze zemi pivodu Ceska republika, Dansko, Finsko, Kanada,
Mad’arsko, Némecko, Polsko, Rakousko, Slovensko, Svédsko, Svycarsko a USA
byl v rozmezi od 0,25 mg do 25 mg luteinu v jedné tableté nebo tobolce.

Vzorky doplika stravy byly rozdéleny podle druhu aplikacni formy na
tablety, m¢kké tobolky (z ang. soft capsules) a tvrdé tobolky (z ang. hard
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capsules). Jejich charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 3 (tablety), v tabulce 4
(mékké tobolky) a v tabulce 5 (tvrdé tobolky).
VSechny vzorky doplikii stravy byly analyzovany pifed datem spotieby

(expirace) uvedenym vyrobcem na etiketé vyrobku.

Tab. 3 Analyzované dopliky stravy v aplikacni formé tablet

Oznaceni vzorku Zem¢ puvodu Datum spotieby
(doplnku stravy) (dle vyrobce) (datum expirace)
D1 Ceska republika unor 2013
D2 Ceska republika listopad 2013
D3 Ceska republika listopad 2012
D4 Ceska republika leden 2013
D5 Ceska republika biezen 2013
D6 Ceska republika kvéten 2013
D7 Ceska republika unor 2013
D8 Déansko biezen 2013
D9 Finsko duben 2014
D10 Finsko srpen 2012
D11 Kanada unor 2013
D12 Mad’arsko kvéten 2013
D13 Mad’arsko btezen 2013
D14 Némecko listopad 2012
D15 Némecko bfezen 2013
D16 Némecko cerven 2013
D17 Polsko srpen 2013
D18 Rakousko duben 2013
D19 Rakousko unor 2013
D20 Slovensko srpen 2012
D21 Svédsko cervenec 2012
D22 Svycarsko kvéten 2014

41



Tab. 4 Analyzované dopliky stravy v aplika¢ni formé mékkych tobolek

Oznaceni vzorku Zem¢ puvodu Datum spotieby
(doplnku stravy) (dle vyrobce) (datum expirace)
D23 Ceska republika cerven 2014
D24 Ceska republika biezen 2013
D25 Ceska republika kvéten 2013
D26 Ceska republika cerven 2012
D27 Ceska republika biezen 2013
D28 Ceska republika srpen 2012
D29 Ceska republika cervenec 2013
D30 Ceska republika biezen 2013
D31 Ceska republika kvéten 2014
D32 Ceska republika cerven 2012
D33 Mad’arsko zari 2012
D34 Némecko listopad 2013
D35 Némecko leden 2014
D36 Polsko listopad 2012
D37 Slovensko kvéten 2014
D38 Svycarsko unor 2013
D39 Svycarsko zati 2012
D40 USA unor 2014

Tab. 5 Analyzované dopliky stravy v aplika¢ni formé tvrdych tobolek

Oznaceni vzorku Zemé plivodu Datum spotieby

(dopliiku stravy) (dle vyrobce) (datum expirace)
D41 Ceska republika biezen 2014
D42 Ceska republika kvéten 2013
D43 Ceska republika duben 2014
D44 Ceska republika leden 2014
D45 Mad’arsko listopad 2012
D46 Mad’arsko fijen 2012
D47 Némecko duben 2013
D48 Polsko biezen 2013
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3. 2. Standard luteinu

Standard luteinu byl zakoupen u firmy Extrasynthese (Francie). Standardni
roztok luteinu byl pfipraven navazenim 0,50 mg standardu luteinu s piesnosti
0,01 mg (digitalni vahy Mettler-Toledo XP105, Svycarsko), ktery byl nasledné
rozpusStén ve smési aceton-methanol (1:1 obj.) a pak doplnén na objem 50 ml.

Kalibra¢ni pfimka byla naméfena ze standardniho roztoku pro riizné objemy
nasttiku (1, 2, 3, 5, 8 a 10 ul) do HPLC kolony. Kalibrace byla provadéna vzdy
v den méfeni. Pfiklad kalibracni pfimky luteinu a chromatogramu standardu
luteinu je na Obr. 15 a 16.

Lutein, DAD1 A
] Area=12.3057427*Amt +10.306301

AreaTRel Res%(2): 1.815

0 f Correlation: 0.99978
———
Q 50 Amauntlun

Obr. 15 Kalibra¢ni ptimka luteinu

DADL1 A, Sig=446,16 Ref=600,100 (INGSVEL\KALLUT03.D)
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Obr. 16 Chromatogram standardu luteinu
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3. 3. Pripravavzorki

Priprava extraktu ze suroviny

Vzorek suroviny (5,00 — 10,00 = 0,01 mg) byl rozpustén v 50 ml smési
aceton-methanol (1:1 obj.). Po dobu 10 minut byl vzorek umistén do
ultrazvukové lazné (Kraintek K5, Ceské republika) a nasledné do multifunké&ni
odstiedivky (MPW 350R, Polsko), kde byl po dobu 5 min odstfed’ovan pfti
otackach 12000 min™ (odstiediva sila 23000 X g).

Priprava extraktu z dopliku stravy

Vzorek dopliku stravy (tableta, tobolka) o primérné hmotnosti 1 g byl
rozpustén v 50 ml smési aceton-methanol (1:1 obj.). Po dobu 10 minut byl
vzorek umistén do ultrazvukové lazné (Kraintek K5, Ceskd republika) a
nasledn¢ do multifunkéni odstredivky (MPW 350R, Polsko), kde byl po dobu 5
min odstfed’ovan pfi otadkach 12000 min™ (odstiediva sila 23000 x g).

3. 4. Stanoveni luteinu metodou HPLC

HPLC analyza byla provedena na sestavé Agilent Technologies series 1100
(USA) s detektorem DAD pii teploté 30 °C. Signal byl snimadm pii A = 446 nm,
Sitka pasma 16 nm. Referencni signal byl pti A = 600 nm, Sitka pasma 100 nm.

Typ kolony ZORBAX SB CN (75 mm x 4,6 mm, 3,5 pum).

HPLC s obracenymi (reverznimi) fazemi pii prutoku mobilni faze kolonou
0,7 ml.min™ a s linearni gradientovou eluci probihajici nasledovné:

Pti nastfiku (1 — 5 pl) analyzovaného vzorku Vv Case 0 min bylo sloZeni
mobilni faze 30 % obj. slozky A a 70 % obj. slozky B, které se linearné ménilo a
v ¢ase 10 min bylo slozeni mobilni faze 0 % obj. slozky A a 100 % obj. slozky
B. Od 10 min do 15 min se slozeni mobilni faze linearné meénilo a sloZeni
mobilni faze v ¢ase 15 min bylo 30 % obj. slozky A a 70 % obj. slozky B.

SloZeni jednotlivych slozek mobilni faze:

- slozka A (3,153 g.I"" mravenénanu amonného ve vodg)
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- slozka B (methanol).
Pocet opakovani jednoho vzorku: 2
Pocet stanoveni jednoho vzorku: 3

Ptiklad chromarogramu analyzovaného vzorku suroviny a doplilku stravy je

na Obr. 17 a 18.

DAD1 A, Sig=446,16 Ref=600,100 (INGSVEL\VZOR0001.D)
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Obr. 17 Chromatogram suroviny

DAD1 A, Sig=446,16 Ref=600,100 (INGSIVEL\TAB00002.D)
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Obr. 18 Chromatogram doplnku stravy

Stanoveni luteinu metodou HPLC bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem

chemie a biochemie na Mendelové univerzité v Brné.

Naméiené hodnoty byly vyhodnoceny variacné statisticky analyzou rozptylu
(ANOVA) za pouzti statistického baliku Unistat, v. 5.1. a Office
Excel®Microsoft [136].
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4. HLAVNI VYSLEDKY PRACE

4. 1. Obsah luteinu v extraktech z aksamitniku vzprimeného

V této dizerta¢ni praci byly analyzovany extrakty z aksamitniku vzpfimeného,
které se pouzivaji pro komeréni Ucely. Celkem bylo analyzovano 34 vzorki
extraktli s obsahem luteinu ve dvou formach, a to 16 vzorkd v enkapsulované
form¢ (L1 az L16) a 18 vzorkd v praskové formé¢ (L17 az L.34). Deklarované
obsahy luteinu (ziskané z certifikatti analyz jednotlivych vyrobci) a skutecné
(namétené) obsahy luteinu v komerc¢nich extraktech z aksamitniku vzpfimeného

jsou uvedeny v tabulce 6 a 7.

Tab. 6 Obsah luteinu v extraktech (enkapsulovana forma) zaksamitniku

vzpiimeného

Oznaceni  Komercni Primérny stanoveny obsah luteinu

suroviny oznaceni  Deklarovany obsah x +S.D. (mg.g™h)

(extraktu)  Vyrobci luteinu (mg.g™)
L1 Lutein 5% 67,7 73,56 + 0,547
L2 Lutein 5% 65,0 68,74 + 0,692
L3 Lutein 5% 56,8 59,35 + 0,747
L4 Lutein 5% 54,5 55,09 + 0,523
L5 Lutein 5% 64,0 51,26 + 0,475
L6 Lutein 5 % 50,0 41,64 + 0,740
L7 Lutein 5% 89,0 2,02 + 0,066
L8 Lutein 10 % 116,4 127,13 + 0,984
L9 Lutein 10 % 104,9 91,70 + 1,025
L10 Lutein 10 % 114,0 80,48 + 0,803
L11 Lutein 20 % 215,4 224,06 + 2,390
L12 Lutein 20 % 235,0 239,40 + 2,179
L13 Lutein 20 % 204,3 189,16 + 2,624
L14 Lutein 20 % 215,0 23,83 + 0,245
L15 Lutein 25 % 272,1 293,19 + 2,469
L16 Lutein 25 % 265,0 271,44 + 1,355
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Poméry skute¢nych a deklarovanych hodnot obsahu luteinu pro jednotlivé
vzorky extraktti z aksamitniku vzptimeného Vv enkapsulované formé (Tab. 6)
vyjadiené v procentech jsou graficky znazornény na Obr. 19. Barevné oznaceni
podle zemé& pavodu je nasledujici: Indie (zluta), Cina (Eervena) a lzrael (modra).

U vSech 7 vzorkll ze zem¢ pivodu Indie (L1, L2, L8, L11, L12, L15 a L16)
byl naméfen vysSi obsah luteinu nez deklaroval vyrobce téchto extrakti ve
specifikaci. To svédci o vysoké kvalité suroviny a také o velmi dobfe zvladnuté
technologii vyroby enkapsulované formy, kterd se pouZiva pro komercni ucely
s obsahem luteinu v koncentracich 5, 10, 20 a 25 %.

Nejnizi obsahy luteinu byly naméfeny u vzorkél L7 a L14, a to 2,02 mg.g™ a
23,83 mg.g”, i kdyZ vyrobce ze zem& ptvodu Izrael deklaroval obsah luteinu
89,0 mg.g™ a215,0 mg.g™.
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Obr. 19 Pomér skutecné a deklarované hodnoty obsahu luteinu vyjadieny v %

(enkapsulovana forma)
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Tab. 7 Obsah luteinu v extraktech (praskova forma) z aksamitniku vzptimeného

Oznadeni  Komer¢ni Primérny stanoveny obsah luteinu

suroviny oznaceni  Deklarovany obsah x +S.D. (mg.g™h)

(extraktu)  Vyrobci luteinu (mg.g™)
L17 Lutein 5% 55,0 58,65 + 0,644
L18 Lutein 5% 54,2 51,00 + 0,942
L19 Lutein 5% 55,2 30,12 + 0,482
L20 Lutein 5% 54,3 38,30 + 0,570
L21 Lutein 5% 50,0 3,04 +£0,116
L22 Lutein 5% 74,0 63,90 + 0,558
L23 Lutein 5% 68,9 46,17 + 0,960
L24 Lutein 20 % 217,2 194,02 + 2,735
L25 Lutein 20 % 203,0 160,80 + 2,520
L26 Lutein 20 % 200,5 1,75 + 0,055
L27 Lutein 20 % 200,0 5,33 £ 0,127
L28 Lutein 25 % 289,6 276,43 + 1,933
L29 Lutein 70 % 720,2 2,21 £ 0,111
L30 Lutein 70 % 700,0 6,68 + 0,180
L31 Lutein 75 % 750,0 573,25 + 4,573
L32 Lutein 75 % 750,0 531,50 + 4,170
L33 Lutein 80 % 802,3 677,16 + 6,003
L34 Lutein 80 % 800,0 729,50 + 6,058

Poméry skuteCnych a deklarovanych hodnot obsahu luteinu pro jednotlivé
vzorky extrakti zaksamitniku vzptimeného V praskové formé (Tab. 7)
vyjadiené v procentech jsou graficky znazornény na Obr. 20. Barevné oznaceni
podle zemé& pivodu je nasledujici: Indie (Zutd), Cina (Servena) a Mexiko

(zelena).
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Obr. 20 Pomér skutecné a deklarované hodnoty obsahu luteinu vyjadieny v %

(praskova forma)

Pouze u jednoho vzorku (L17), ato ze zem¢ puivodu Indie, byl naméfen vyssi
obsah luteinu nez deklaroval vyrobce tohoto extraktu ve specifikaci.

Nejblize deklarovanym hodnotdm obsahu luteinu byly naméfeny skutecné
hodnoty obsahu luteinu u vzorkti L28 a L18, a to 276,43 mg.g™* a 51,00 mg.g™7,
i kdyz vyrobci ze zemé piivodu Mexiko a Cina deklarovali obsah luteinu 289,6
mg.g™" a 54,2 mg.g™.

U vsech 14 vzorkt (L18 az 127 a L31 az L34) ze zemé pivodu Cina byl
skuteCny obsah luteinu nizSi nez deklarovany obsah luteinu vyrobci téchto
extraktli. Dokonce u poloviny znich byl skuteény obsah luteinu pod 75 %
deklarovaného obsahu luteinu.

Nejnizi obsahy luteinu byly naméfeny u vzorkd L26 a L29, a to 1,75 mg.g™ a
2,21 mg.g™, i kdyz vyrobci ze zem& piivodu Cina a Mexiko deklarovali obsah

luteinu 200,5 mg.g™ a 720,2 mg.g™.
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4. 2. Kvalita extrakta z aksamitniku vzprimeného

Ke kvalitativnimu porovnani vzorka enkapsulované formy (L1 az L16) a
praskové formy (L17 az L.34) extrakti z aksamitniku vzpiimeného bylo pouzito
rozdéleni podle poméru skute¢ného a deklarovaného obsahu luteinu vyjadifené¢ho
v % na tii skupiny, a to:

a) vyhovujici (hodnota poméru nad 100 %),

b) mén¢ vyhovujici (hodnota poméru od 75 do 100 %),

c) nevyhovujici (hodnota poméru pod 75 %).

Z nize uvedeného grafu na Obr. 21 vyplyva, ze ochrana luteinu ptfed oxidaci
vzduSnym kyslikem Vv enkapsulované formé je vyrazné vysSi nez v praskoveé
formé, protoze bylo vyhodnoceno 56 % vzorki luteinu v enkapsulované formé
jako vyhovujici oproti 6 % vzorkt luteinu v praskové formé.

Pouze 19 % vzorkid luteinu v enkapsulované formé bylo vyhodnoceno jako

nevyhovujici oproti 50 % vzorki luteinu v praskoveé formé.
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Obr. 21 Vyhodnoceni vzorki extrakt z aksamitniku vzpifimeného
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Zavérem muzeme konstatovat, ze ze 34 vzorkll luteinu obou forem bylo
vyhodnoceno jako vyhovujici 10 vzorki, ztoho 8 vzorka bylo ze zemé
puvodu Indie a 2 vzorky ze zemé puvodu Cina. Dale bylo vyhodnoceno 12
vzorkl luteinu jako méné vyhovujici a 12 vzork luteinu jako nevyhovujici.

Vyhodnoceni vzorkl extrakt z aksamitniku vzpfimeného podle zemé piivodu

je znazornéno na Obr. 22.
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Obr. 22 Vyhodnoceni vzorkd surovin podle zemé puvodu

4. 3. Obsah luteinu v dopliicich stravy

V této dizertaéni praci bylo analyzovano celkem 48 vzorkd doplika stravy
s obsahem luteinu ve tfech aplikacnich formach, a to 22 vzorkt ve formé tablet
(D1 az D22), 18 vzorka ve form¢ méekkych tobolek (D23 az D40) a 8 vzorkd ve
form¢ tvrdych tobolek (D41 az D48). Deklarované a skute¢né (nameéiené)
obsahy luteinu v doplicich stravy jsou uvedeny v tabulce 8 (tablety), v tabulce 9
(mekké tobolky) a v tabulce 10 (tvrdé tobolky).
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Tab. 8 Obsah luteinu v doplicich stravy (tablety)

Oznaceni Zem¢ Primérny stanoveny obsah luteinu
vzorku puvodu Deklarovany obsah x = S.D.

vyrobece  luteinu (mg.tableta™) (mg.tableta™)
D1 Ceska rep. 0,25 0,01 + 0,001
D2 Ceska rep. 2,00 3,07 + 0,027
D3 Ceska rep. 3,75 0,02 + 0,002
D4 Ceska rep. 5,00 0,08 + 0,008
D5 Ceska rep. 5,00 0,04 + 0,003
D6 Ceska rep. 5,50 0,08 £+ 0,002
D7 Ceska rep. 15,00 0,04 + 0,004
D8 Dansko 3,00 0,09 + 0,004
D9 Finsko 3,00 2,44 + 0,070
D10 Finsko 6,00 5,71 + 0,088
D11 Kanada 6,00 0,02 + 0,002
D12 Mad’arsko 10,00 0,02 + 0,002
D13 Mad’arsko 12,00 1,19 + 0,068
D14 Némecko 0,30 0,01 + 0,002
D15 Némecko 6,00 0,05 + 0,006
D16 Némecko 6,00 0,04 + 0,002
D17 Polsko 12,00 10,04 + 0,112
D18 Rakousko 0,50 0,12 + 0,011
D19 Rakousko 1,00 0,16 + 0,009
D20 Slovensko 6,00 0,16 + 0,009
D21 Svédsko 3,00 0,02 + 0,002
D22  Svycarsko 0,25 0,11 + 0,007

Poméry skutecnych a deklarovanych hodnot obsahu luteinu pro jednotlivé
vzorky dopliki stravy v aplikaéni formé tablet (Tab. 8) vyjadiené v procentech
jsou graficky znazornény na Obr. 23. Barevné oznaceni podle zem¢é pivodu je
nasledujici: Ceska republika (modra) a ostatni staty (Gervena).

Ze 7 vzorki tablet vyrobenych ceskymi vyrobcei doplitkkii stravy byl skutecny
obsah luteinu vyssi neZ deklarovany obsah luteinu vyrobci jen u jednoho vzorku

(D2). U tohoto vzorku byl naméfen obsah luteinu 3,07 mg.tableta™, i kdyz esky

52



vyrobce deklaroval na obalu vyrobku obsah luteinu 2,00 mg.tableta™. U
ostatnich vzorki (D1, D3 az D7) tablet vyrobenych v Ceské republice byl
naméfeny obsah luteinu pod 10 % deklarované hodnoty vyrobci (Obr. 23).

Z 15 vzorki tablet (D8 az D22) vyrobenych zahrani¢nimi vyrobci dopliki
stravy ani jeden vzorek neobsahoval deklarovany obsah luteinu. Skutecny obsah
luteinu byl nejblize deklarovanym hodnotam naméfen u dvou vzorkl
vyrobenych ve Finsku (D9 a D10) a u jednoho vzorku vyrobeného v Polsku
(D17). U ostatnich vzorkl tablet vyrobenych v zahrani¢i byl naméfeny obsah
luteinu pod 50 % deklarované hodnoty vyrobci (obr. 23).
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Obr. 23 Pomér skutecné a deklarované hodnoty obsahu luteinu vyjadieny v %

(tablety)

Ze struktury tablet u ¢ty vzorkt dopliki stravy (D2, D9, D10 a D17), u
kterych byl naméten skute¢nych obsah luteinu nad 80 % deklarované hodnoty,

lze usoudit, Ze tito vyrobci pouzivaji k vyrobé enkapsulovanou formu luteinu.
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Tab. 9 Obsah luteinu v doplicich stravy (mékké tobolky)

Oznaceni Zem¢ Priimérny stanoveny obsah luteinu
vzorku ptvodu Deklarovany obsah x = S.D.

vyrobee luteinu (mg.tobolka™) (mg.tobolka™)
D23 Ceska rep. 3,00 6,14 + 0,077
D24 Ceska rep. 3,00 4,10 + 0,098
D25  Ceska rep. 10,00 12,48 + 0,086
D26  Ceska rep. 10,00 9,45 + 0,051
D27  Ceska rep. 12,00 11,40 + 0,115
D28 Ceska rep. 12,00 6,13 £ 0,072
D29 Ceska rep. 12,00 10,24 + 0,107
D30 Ceska rep. 15,00 13,38 £ 0,135
D31  Ceska rep. 15,00 14,76 + 0,142
D32  Ceska rep. 15,00 5,58 + 0,203
D33 Mad’arsko 6,00 0,13 + 0,008
D34 Némecko 4,00 6,46 + 0,092
D35 Némecko 4,00 7,62 + 0,106
D36 Polsko 8,00 4,54 + 0,092
D37 Slovensko 6,00 2,29 + 0,069
D38 Svycarsko 10,00 1,22 + 0,040
D39 Svycarsko 10,00 0,99 + 0,060
D40 USA 20,00 23,32 + 0,176

Poméry skute¢nych a deklarovanych hodnot obsahu luteinu pro jednotlive

vzorky doplinkd stravy Vv aplikaéni formé mékkych tobolek (Tab. 9) vyjadiené

Vv procentech jsou graficky zndzornény na obr. 24. Barevné oznaceni podle zemé

puvodu je nasledujici: Ceska republika (modra) a ostatni staty (ervena).

Z 10 vzorkli mekkych tobolek vyrobenych ¢eskymi vyrobei doplilkt stravy

byl skute¢ny obsah luteinu vyssi nez deklarovany obsah luteinu vyrobci u tfi

vzorkl (D23 az D25), ale u dalSich péti vzork (D26, D27, D29 az D31) byl

naméfeny obsah luteinu nad 85 % deklarované hodnoty luteinu vyrobei (Obr.

24).
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Z 8 vzorkli mékkych tobolek vyrobenych zahranicnimi vyrobci doplikl
stravy byl skutecny obsah luteinu vyssi nez deklarovany obsah luteinu vyrobci u
dvou vzorki vyrobenych v Némecku (D34 a D35) a u jednoho vzorku
vyrobeného v USA (D40).

225
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100 -

pomér v%

50 +
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D23D24D25D26D27D28D29D30D31D32D33D34D35D36D37D38D39 D40

Obr. 24 Pomér skutecné a deklarované hodnoty obsahu luteinu vyjadieny v %
(mé&kké tobolky)

U vzorku (D23) Cesky vyrobce deklaroval na obalu vyrobku obsah luteinu
3,00 mg.tobolka™, ale byl namé&fen obsah luteinu 6,14 mg.tobolka™, coz

odpovida témet 205 % deklarovaného obsahu.
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Tab. 10 Obsah luteinu v doplncich stravy (tvrdé tobolky)

Oznaceni Zem¢ Primérny stanoveny obsah luteinu
vzorku ptvodu Deklarovany obsah x = S.D.

vyrobee  luteinu (mg.tobolka™) (mg.tobolka™)
D41 Ceska rep. 3,00 0,02 + 0,001
D42  Ceska rep. 6,00 0,05 + 0,001
D43 Ceska rep. 6,00 0,10 + 0,005
D44 Ceska rep. 11,00 0,07 + 0,003
D45 Mad’arsko 5,00 0,20 + 0,005
D46 Mad’arsko 25,00 0,09 + 0,007
D47 Némecko 0,80 0,09 + 0,003
D48 Polsko 20,00 0,05 + 0,003

Poméry skutecnych a deklarovanych hodnot obsahu luteinu pro jednotlivé

vzorky doplikl stravy v aplikacni formé tvrdych tobolek (Tab. 10) vyjadiené

v procentech jsou graficky znazornény na Obr. 25. Barevné oznaceni podle

zemé puvodu je nasledujici: Ceska republika (modra) a ostatni staty (&ervena).

10

pomér v%

15

D41l D42 D43 D44 D45 D46 D47 D48

Obr. 25 Pomér skutecné a deklarované hodnoty obsahu luteinu vyjadieny v %

(tvrdé tobolky)
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U 4 vzorkd (D41 az D44) tvrdych tobolek vyrobenych ceskymi vyrobci
dopliikti stravy byl naméfeny obsah luteinu pod 2 %, ve tfech vzorcich dokonce
pod 1 % deklarované hodnoty obsahu luteinu vyrobci.

U 4 vzorkl (D45 az D48) tvrdych tobolek vyrobenych zahrani¢nimi vyrobci
doplnkt stravy byl naméfeny obsah luteinu pod 12 %, ve dvou vzorcich

dokonce pod 1 % deklarované hodnoty obsahu luteinu vyrobeci.

4. 4. Kvalita aplikaé¢nich forem dopliiki stravy s obsahem luteinu

Ke kvalitativnimu porovnani vzorkt doplikt stravy ve tfech aplikacnich
formach (tableta, mékka a tvrda tobolka) bylo pouzito rozdéleni podle poméru
skuteéného a deklarovaného obsahu luteinu vyjadieného v % na Ctyfi kategorie,
ato:

a) vyhovujici (hodnota poméru nad 100 %),

b) mén¢ vyhovujici (hodnota poméru od 75 do 100 %),

c) nevyhovujici (hodnota poméru od 25 do 75 %).

d) zcela nevyhovujici (hodnota poméru pod 25 %).

Vysledek vyhodnoceni vzorkt ti aplika¢nich forem z Ceské republiky je
graficky znazornény na Obr. 26. Jako vyhovujici byly vyhodnoceny 3 vzorky
mekkych tobolek a 1 vzorek tablet. Jako méné vyhovujici bylo vyhodnoceno 5
vzorkll mékkych tobolek. Jako zcela nevyhovujici bylo vyhodnoceno 6 vzorku
tablet a 4 vzorky tvrdych tobolek (Obr. 26).

Vysledek vyhodnoceni vzorkl tfi aplikacnich forem ze zahranici je graficky
znazornény na Obr. 27. Jako vyhovujici byly vyhodnoceny 3 vzorky mékkych
tobolek. Jako méné vyhovujici byly vyhodnoceny 3 vzorky tablet. Jako zcela
nevyhovujici bylo vyhodnoceno 11 vzorki tablet, 3 vzorky mékkych tobolek a 4
vzorky tvrdych tobolek (Obr. 27).
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tableta

tobolka (mékka) tobolka (tvrda)

M zcela nevyhovujici
W nevyhovujici
Oméné vyhowvujici

B vyhovujici

Obr. 26 Vyhodnoceni vzorkt dopliiki stravy z Ceské republiky
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tableta

tobolka (mékka) tobolka (tvrda)

M zcela nevyhovujici
W nevyhovujici
Oméné vyhowvujici

B vyhovujici

Obr. 27 Vyhodnoceni vzorki doplikt stravy ze zahranici

Srovnanim tii aplika¢nich forem doplikl stravy (tableta, mékka a tvrda
tobolka) vyrobenych v Ceské republice a v zahrani¢i z hlediska odolnosti luteinu
vuci oxidaci vzdusnym kyslikem muzeme konstatovat, ze mékka tobolka je

Vv

nejodolné;si ap

je tvrda tobolka.
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4. 5. Kvalita dopliiki stravy s obsahem luteinu

Z celkem 21 vzorkt zCeské republiky byly 4 vzorky vyhodnoceny jako
vyhovujici, 5 vzorka jako méné vyhovujicich, 2 vzorky jako nevyhovujici a 10
vzorki jako zcela nevyhovujicich.

Z celkem 27 vzorki ze zahrani¢i byly vyhodnoceny 3 vzorky vyhodnoceny
jako vyhovujici, 3 vzorky jako méné vyhovujici, 3 vzorky jako nevyhovujici a
18 vzorku jako zcela nevyhovujicich.

Pfi srovnani kvality dopliiki stravy vyrobenych v Ceské republice a v
zahrani¢i, dopadli vyrobci z Ceské republiky relativng 1épe (Obr. 28), 19 %
vzorkll bylo vyhovujicich oproti 11 % vzorklim ze zahrani¢i. Na druhé¢ strané 48

% vzorkt z Ceské republiky bylo zcela nevyhovujicich oproti 67 % vzorkam ze

zahranici.
30
25
- 20
az M zcela nevyhovujici
<]
E 15 m nevyhovujici
7]
’§ Oméné vyhowvujici

10 B vyhovujici

Ceska republika ostatni staty

Obr. 28 Srovnani dopliikti stravy vyrobenych v Ceské republice a v zahrani¢i

Pfi srovnani kvality doplnkd stravy zjednotlivych statd byly vyhodnoceny
jako vyhovujici 4 vzorky z Ceské republiky, 2 vzorky z Némecka a 1 vzorek z
USA (Obr. 29). Jako méné vyhovujici bylo vyhodnoceno 5 vzorki v Ceské

republiky, 2 vzorky z Finska a 1 vzorek z Polska.
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Vsechny vzorky dopliikkti stravy z Mad’arska, Rakouska, Danska, Kanady a

Svédska byly vyhodnoceny jako zcela nevyhovujici.

pocet vzorki

25

20

15

o

M zcela nevyhovujici

M nevyhovujici

Oméné vyhowvujici

B vyhovujici

Obr. 29 Srovnani kvality doplnka stravy z jednotlivych stat

Z celkem 48 vzorkl doplikid stravy bylo 15 % vyhovujicich, 17 % méné

vyhovujicich, 10 % nevyhovujicich a 58 % zcela nevyhovujicich (Obr. 30).

Zavérem muzeme konstatovat, Ze pouze kazdy Sesty analyzovany vzorek

doplnku stravy obsahoval deklarované mnozstvi luteinu.

B vyhovujici
Oméné vyhowvujici
W nevyhovujici

M zcela nevyhovujici

Obr. 30 Vyhodnoceni kvality dopliikt stravy s obsahem luteinu
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5. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Prinos pro védu:

Byla modifikovana a ovéfena piesna, spolehliva a reprodukovatelna
metoda stanoveni luteinu pomoci HPLC s UV-VIS detekeci.

Byl stanoven obsah luteinu v komeréné pouzivanych extraktech
Z aksamitniku vzptimeného a v doplicich stravy dostupnych na ceském,
slovenském, polském a mad’arském trhu.

Pro dal§i srovndvaci analyzy extrakti zaksamitniku vzpfimeného a
sledovani obsahu luteinu v doplicich stravy bude pokra¢ovat spoluprace
s Ustavem chemie a biochemie na Mendelové univerzité v Brng, jehoZ
vyzkum je zaméten na HPLC analyzu pfirodnich latek.

Vysledky budou publikovany v odborném tisku, védeckych asopisech

a prezentovany na tuzemskych i zahrani¢nich konferencich.

P¥inos pro praxi:

e Ziskané vysledky obsahu luteinu by mély piispét k lepsi informovanosti

¢eskych spotiebiteld o skute¢ném obsahu luteinu v dopliicich stravy.
Vyuziti HPLC metody pro stanoveni luteinu v dopliicich stravy pro
bé&znou laboratorni praxi.

Enkapsulovanad forma extraktu zaksamitniku vzptimeného, zajistuje
ochranu velmi citlivé molekuly luteinu pied oxidaci vzdusnym kyslikem,
a tim zarucuje deklarovany obsah tohoto karotenoidu v této suroviné po
dlouhou dobu.

Ziskané vysledky by mohli slouzit jako podklad k legislativé Ceské
republiky
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6. ZAVER

Na ziklad¢ ziskanych poznatkll a vysledkd analyz jsme dospéli k zavérim,
ze vyrobci doplilkl stravy s obsahem luteinu musi peclivé vybirat suroviny pro
dopliikti stravy je spolehlivy a davéryhodny obchodni partner, ktery dba nejen
na kvalitu nabizené suroviny, ale také na spolehlivou metodu analyzy této
suroviny. Tim je zaruCen deklarovany obsah ucinné latky, v naSem piipadé
luteinu v daném extraktu z aksamitniku vzpiimeného.

Povinnost vyrobci provadét vstupni analyzu pouZzivanych surovin a vystupni
analyzu jimi vyrabénych doplnka stravy by méla byt samoziejmosti. Vyrobci
dopliikkti stravy by také meéli zvazit ptipadné negativni nasledky pii pouzivani
levnych surovin (extrakt) obsahujicich lutein, kterych se na trhu mnoho.

Celosvétovy trend vyrobct doplikli stravy je vyrabét dopliky stravy
sobsahem 5 — 15 mg luteinu v jedné tablet¢ ¢i tobolce, coz odpovida
doporucené denni dévce luteinu.

Zavérem muzeme doporucit Ceské vyrobce mekkych zelatinovych tobolek

s deklarovanym obsahem luteinu 3 — 15 mg luteinu v jedné tobolce.

Z vysledkt analyz surovin a dopliku stravy S obsahem luteinu muizeme
vyvodit nasledujici zavery:

- ze 16 vzorkd surovin v enkapsulované formé bylo vyhodnoceno jako
vyhovujicich 9 vzorkl, ztoho 7 vzorkii ze zemé puvodu Indie a 2 vzorky ze
zemé pavodu Cina

- 218 vzorkil surovin v praskové formé byl vyhodnocen jako vyhovujici
pouze 1 vzorek, a to ze zem¢ pivodu Indie

- enkapsulovana forma suroviny obsahujici lutein je vyrazné odolnéjsi vici
oxidaci vzdusnym kyslikem Vv porovnani s praskovou formou

- 222 vzorkl doplikl stravy v aplikacni formé& tablet byl vyhodnocen jako

vyhovujici pouze 1 vzorek, a to od ¢eského vyrobce
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- 218 vzorkd doplnku stravy v aplikaéni formé¢ mekkych tobolek bylo
vyhodnoceno jako vyhovujicich 6 vzorkd, z toho 3 vzorky od ¢eskych vyrobceti a
3 vzorky od zahrani¢nich vyrobcl

- 28 vzorkd doplnkd stravy v aplikaéni formé tvrdych tobolek nebyl
vyhodnocen jako vyhovujici ani jeden vzorek

- dopliky stravy obsahujici lutein v aplikaéni formé mékkych tobolek jsou
nejodolng;si vici oxidaci luteinu, nésleduje tableta a nejhorsi aplikaéni forma je
tvrda tobolka

- z 21 vzorki dopliikti stravy z Ceské republiky byly vyhodnoceny jako
vyhovujici pouze 4 vzorky, z toho 3 vzorky mékkych tobolek a 1 vzorek tablet

- 227 vzorki doplnka stravy ze zahranici byly vyhodnoceny jako vyhovujici
pouze 3 vzorky, a to v§echny v aplika¢ni formé mekkych tobolek

- z celkem 48 vzorkl dopliku stravy bylo vyhodnoceno jako vyhovujicich 7
vzorkll,, méné vyhovujicich 8 vzorkli, nevyhovujicich 5 vzorkli a zcela
nevyhovujicich 28 vzorki

- pouze kazdy Sesty analyzovany vzorek doplinku stravy obsahoval
deklarované mnozstvi luteinu

- témet 60 % analyzovanych vzorkl doplnkt stravy s obsahem luteinu bylo

zcela nevyhovujicich

Zédn}'/ ze zdroju [37,73,76,78,80,81,89,100,107,133], ve kterych se autofi
zabyvali stanovenim luteinu a jinych karotenoidd v extraktech z aksamitniku
vzptimeného, nebyly podrobeny HPLC analyze vzorky praskové nebo
enkapsulované formy surovin (extraktl), které se pouzivaji pro komercni tcely
K vyrobé doplikt stravy.

Ve zdrojich [125-128] autofi provedli HPLC analyzy u celkem 20 vzorka

doplnkd stravy s obsahem luteinu.
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