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ABSTRAKT

Cilem bakalaiské prace je charakteristika lipofilnich barviv s antioxida¢nim uc¢inkem. Prace
je zaméfena na karotenoidy jako jednu z hlavnich skupin lipofilnich barviv, jejich rozdéleni,
strukturu, vlastnosti a vyskyt v potravinach. V dalsi ¢asti je popsan vznik volnych radikal,
jejich preména, a nezadouci G¢inky. Dale jsou zde charakterizovany karotenoidy jako
antioxidanty a jejich antioxida¢ni pasobeni v potravinach. V posledni ¢asti prace jsou

uvedeny metody stanoveni téchto lipofilnich barviv.

Kli¢ova slova: karotenoidy, barviva, antioxidanty, volné radikaly, stanoveni

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is lipophilic colorants with antioxidant effect
characterization. The work is focused on carotenoids as one of the most important lipophilic
colorants, their division, structure, properties and occurrence in food. Formation of free
radical, their transformation and negative effects are also described. Characterisation of
carotenoids as antioxidants and their antioxidant effect in foods is also given here. The

determination of these lipophilic colorants in presented in the last part of the work.

Keywords: carotenoids, colorants, antioxidants, free radicals, determination
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UvVOD

Lipofilni barviva jsou pfirodni izoprenoidni slouceniny, které jsou syntetizovany rostlinami
a mikroorganismy. Lipofilni barviva jsou rozpustné v organickych nepolarnich
rozpoustédlech jako je chloroform, hexan, benzen, aceton. K znamym lipofilnim barviviim
patii chlorofyly a karotenoidy. Z mnoha diivodt dalezitymi lipofilnimi barvivy, které se
nachazeji v potravinach, jsou karotenoidy, kterych se v ptirod¢ vyskytuje vice nez 600
riznych druhti. Ztakového mnozstvi vynikaji ty karotenoidy, které se vyznacuji
vyznamnymi vlastnostmi, jakymi jsou antioxida¢ni ucinky kvuli pozitivnimu pusobi na
zdravi ¢lovéka, a také jejich pisobeni jako provitaminu vitaminu A, ktery je pro lidsky

organizmus esencidlni.

Na pocatku devatenactého stoleti byly karotenoidy zjistény Vv paprice, Safranu, anattu a
mrkvi. Postupem casu diky rozvoji analytickych metod na zjisténi karotenoidd byly
karotenoidy identifikovany pomoci kolonové chromatografie i ze zelenych listi. Ve 30.
letech 20. stoleti Karrer a Khun objasnili struktury dvou vyznamnych karotent, B-karotenu

a lykopenu.

Mezi vyznamné karotenoidy patii nékteré karoteny, konkrétné a-karoten, P-karoten, y-
karoten, lykopen, a xantofyly, napi. B-kryptoxantin, lutein, zeaxantin, astaxantin, neoxantin,
violaxantin, kantaxantin a citraxantin. Pusobi jako antioxidanty proti volnym radikalam a
singletovému kysliku za vzniku stabilnich nereaktivnich produktd, nebo naruSenim

fetézovych reakci volnych radikald.

Struktury karotenoidll jsou velmi podobné, avSak kazdd molekula plisobi v jiné oblasti a
nachazi se v jinych zdrojich, v jiném mnozstvi. Spole¢nym znakem je rozpustnost v tucich,

jako prenaSec jim tedy v organizmu slouzi molekula lipoproteinu.
Karotenoidy se vyskytuji hlavné v rostlinnych zdrojich, ovoci a zelening, kvétech, bylinach,
ale jsou obsazeny i v n€kterych zivoc¢isnych zdrojich. Tvofti zde hlavni pigmenty zodpovédné

za zIluté, oranzové a Cervené zabarveni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 LIPOFILNi BARVIVA

Barviva jsou senzoricky aktivni latky nachézejici se v potravinach Zzivocisného nebo
rostlinného ptvodu, urcujici jejich charakteristickou barvu. Vyskytuji se i jako soucast
pigmentu fas, hub, liSejnikti nebo mikroorganismti. D€li se na barviva pfirodni, synteticka
barviva identickd s pfirodnimi a syntetickd barviva. Pfirodni barviva jsou seskupena do
nékolika skupin. Nejdulezitéjsi jsou tetrapyrroly, tetraterpenoidy a flavonoidy. Tetrapyrroly
a flavonoidy jsou hydrofilni barviva rozpustné v polarnich rozpoustédlech jako je voda nebo
etanol. Tetraterpenoidy jsou lipofilni barviva rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech [1, 2,
3].

Lipofilni barviva patfi do skupiny ptirodnich barviv. Mezi jejich zékladni vlastnosti patii
rozpustnost v tucich. Lipofilni barviva nejsou rozpustné ve vod¢, polarnich rozpoustédlech,
ale v organickych nepolarnich rozpoustédlech jako je chloroform, hexan, benzen, aceton [1,
3].

K nejznaméjsim ptirodnim lipofilnim barvivim patii chlorofyly a karotenoidy. K lipofilnim
barvivim s antioxidacnim ucinkem nachazejicim se v potravinach patii predevsim
karotenoidy [1]. K vyznamnym karotenoidim, které se dle struktury déli na karoteny a
xantofyly, se ftadi o-karoten, [B-karoten, y-karoten, lykopen, B-kryptoxantin, lutein,

zeaxantin, astaxantin, neoxantin, violaxantin, kantaxantin a citraxantin [4].

1.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pfirodni barviva pattici do skupiny tetraterpenoidi. Jejich barevnost a dalsi
vlastnosti jsou dany fetézcem konjugovanych dvojnych vazeb v jejich molekule. Vyskytuji
se jako zluté, oranZové a Cervené pigmenty, rozpustné v tucich, které jsou soucasti rostlin,
hub, fas, mikroorganismii a nékterych zivocichu [1]. Karoteny jsou z organickych
nepolarnich rozpoustédel 1épe rozpustné v petroléteru, hexanu a toluenu. Xantofyly jsou 1épe

rozpustné v polarngjsich rozpoustédlech, metanolu a etanolu [5].

Vytvateny jsou hlavné v rostlinach a mikroorganismech jako sekundarni metabolity lipidi
[2, 6]. V rostlinach jsou pfitomny v submicelarnich organelach (plastidech), které jsou
spojeny s proteiny v chloroplastech. Ukladaji se v krystalické form¢ nebo jako olejové
kapicky v chromoplastech. Vyskytuji se i v télech zivocicht, ktefi jsou schopni karotenoidy

metabolizovat, ale nevytvareji je. Hromadi se zde v nezménéné nebo mirné¢ pozménéné
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formé. V potravinach zivocisného ptivodu se karotenoidy vyskytuji v jednoduchém slozeni.
V potravinach, které karotenoidy dokézou syntetizovat se vyskytuji ve slozenych smésich
[5]. Syntéza probiha z izopentyldifosfatu, coz je zakladni terpenoidni prekurzor s péti uhliky,
ktery kondenzuje se svym izomerem dimetylalyldifosfatem na geranyldifosfat. Jeho
dimerizace vede k fytoenu (obr. ¢. 1). Postupnou dehydrogenaci vznika fytofluen, zeta-
karoten a neurosporen. V kone¢né fazi vznika nejjednodussi karoten lykopen. Tvorba

dal$ich karotenoidt vznika cyklizaci, dehydrogenaci a oxida¢ni reakci [2, 6].

Obrazek 1 Struktura fytoenu [5]

Podle uhlovodikové struktury molekuly se karotenoidy rozdé€luji do skupin jako karotenoidy
s acyklickou strukturou napf. lykopen, dale karotenoidy, s monocyklickou strukturou napf.
y-karoten (obr. ¢. 2) a 6-karoten, a karotenoidy s bicyklickou strukturou, napt. a-karoten, p-

karoten a lutein [6].

AV -V Vg g N N ~

Obrazek 2 Struktura y-karotenu [5]

1.2 Biosyntéza karotenoidii

V mensi mife karotenoidy vznikaji syntézou archea (prokaryotické jednobunécné
organismy) nebo nefotosyntetickymi bakteriemi. Tyto karotenoidy maji ve své struktute 30 a
50 uhlikti. Vétsina karotenoidti s 40 uhliky jsou syntetizovany eukaryoty, archea a
bakteriemi. Tyto typy se hojné vyskytuji v ptirod¢. Karotenoidy vznikaji fadou cykliza¢nich

reakci, které preménuji fytoen na cyklické karoteny. VétSina karotenoidnich genti byla
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nalezena hlavné v rostlinach. Biosyntéza probihd v membréanach, kde jsou zakodované
pottebné proteiny. Tyto proteiny jsou syntetizovany hlavné v cytoplazmé.

Karotenoidy jsou produkovany z prekurzoru, ktery obsahuje 5 uhliki. Jde o izopentenyl
pyrofosfat (IPP). Postupnym navazanim konjugovanych dvojnych vazeb vznika
prodlouzeny chromofor [7].

Za prvni reakci pfi biosyntéze karotenoidi je povazovan vznik fytoenu Zz obecné
izoprenoidni biosyntetické drahy (Obr. ¢. 3). Molekula fytoenu vznika kondenzaci dvou
molekul s20 wuhliky geranylgeranylpyrofosfatu (GGPP). Reakce je Kkatalyzovana
fytoensyntazou. Molekula geranylgeranylpyrofosfat (GGPP) vznikd kondenzaci Ctyt
izoprenoidnich jednotek s 5 uhliky, které vznikaji z obecné izoprenoidni biosyntetické
dréhy. Z aktivni formy kyseliny octové, kterym je tzv. acetylkoenzym A postupné vznika
acetoacetylkoenzym A, kyselina mevalonova a izopentenyl pyrofosfat (IPP), ten pfedstavuje
tzv. aktivni izoprenoidni jednotku. Izopentenyl pyrofosfat se kondenzuje se svym izomerem
dimethylalyl pyrofosfatem (DMAPP) na geranyl pyrofosfat (GPP). Kondenzaci tohoto
produktu s dalsim izopentenyl pyrofosfatem vznika produkt o 15 uhlicich, kterym je
farnesylpyrofosfat (FPP). Dalsi kondenzaci s izopentenyl pyrofosfatem vznika

geranylgeranylpyrofosfat [6, 8].
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Obrazek 3 Vznik fytoenu [8]

Z fytoenu tadou cyklizaénich a desaturacnich reakci vznikaji ostatni karotenoidy. Tento
karoten je bezbarvy a ve své struktufe obsahuje soustavu tii konjugovanych dvojnych vazeb.
Sérii desaturacnich reakci vZdy odstrani dva vodiky ze sousednich pozic a zavedou dvojné
vazby na alternativni strany systému konjugovanych dvojnych vazeb. Prvni barevny karoten
vazby. Desaturace fytoenu na lykopen probiha dvéma enzymy fytoen desaturazou (PDS) a
zeta-karoten desaturazou (ZDS). Z fytoenu tak postupné fytoen desaturazou vznika
fytofluen, poté zeta-karoten. Enzymem zeta-karoten desaturazou vznika ze zeta-karotenu
neurosporen a poté lykopen. B€hem desaturace probiha zména izomerie z cis izomeru na all-

trans izomer. Lykopen je cyklicky karoten, ze kterého cyklizaci vznika a- a p-karoten.
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Cyklizace je zahajena pfijmutim protoni koncovymi uhliky a vytvofenim Sesticlenného
kruhu. Cyklizace probiha na jednom nebo obou koncich acyklického prekurzoru. Dle pozice
dvojnych vazeb v hexanovém kruhu vznikaji tfi typy kruhu a to B, € a y. Lykopenovou -
cyklazou (LCYB) vznika monocyklicky y-karoten. Cyklizaci druhého konce y-karotenu [3-
kruhovou cyklazou vnika bicyklicky -karoten. Lykopenovou e-cyklazou (LCYE) vznika 6-
karoten. Za ptitomnosti LCYB a LCYE vznika a-karoten [8].

Ze vzniklych karotenit vznikaji hydroxylaci xantofyly. Hydroxylace je katalyzovana
hydroxylazou. Hydroxy skupiny jsou navazany do pozic 3 a 3’ uhliku B- nebo e-kruhu.
Navazanim hydroxy skupiny -hydroxylazou (CHYB) v B-karotenu vznika B-kryptoxantin.
Navazanim druhé hydroxylové skupiny vznika zeaxantin. Navazanim hydroxylové skupiny
Vv a-karotenu zprostiedkované CHYB vznika a-kryptoxantin, navazéani zprostfedkované e-
hydroxylazou (CHYE) vznika a-kryptoxantin, zeinoxantin nebo dihydroxylutein. Oxidaci
B-karotenu, B-kryptoxantinu, zeaxantinu a luteinu vznikaji epoxidy. Navazanim 5,6-
epoxyskupiny do 3-hydroxy-B-kruhu zeaxantinu znikd anteraxantin. Oxidace je
katalyzovéna zeaxantin epoxiddzou (ZEP). Oxidaci druhého kruhu zeaxantinu vznika

violaxantin. Violaxantin je neoxantinsyntazou (NSY) pfeménén na neoxantin [5].

1.3 Struktura karotenoida

Struktura molekul karotenoidli urcuje jejich fyzikdlni a chemické vlastnosti, jejich
biologické funkce a u€inky. Vétsina karotenoidii se fadi mezi terpenoidy se 40 uhlovodiky,
které obsahuji isopreny. Dalsi spolecny znak je dlouhy konjugovany fetézec dvojnych vazeb
Vv centralni ¢asti molekuly a symetrie kolem centralni dvojné vazby. Tyto zékladni struktury
jsou modifikovany rliznymi zplsoby. Timto zplsobem mize byt vytvofeno az 600
sloucenin, v tomto pfipadé ruzné karotenoidy. Zalezi na celkové molekularni geometrii,
ktera je nutna pro spravnou polohu a orientaci, tak aby karotenoid zapadl do bunécnych
submicelarnich struktur a mohl efektivné fungovat. Molekuldrni geometrie zahrnuje
velikost, tvar a pfitomnost funkcnich skupin. Fotochemické vlastnosti a chemickou
reaktivitu urcuje systém konjugovanych dvojnych vazeb, které pro svou spravnou funkci
interaguji s dal§imi molekulami [9].

VétSina karotent se vyskytuji ve formé cis (Z) a all-trans (E) izomerd. All-E izomery jsou
linedrni a Z-izomery jsou ohnuté. Jejich schopnost zapadat do struktury a interagovat s

vvvvv

krystalizuji, snadné&ji jsou absorbovany a transportovany [5].
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Karotenoidy obsahuji 3 az 15 konjugovanych dvojnych vazeb. Nejvice svételného zatreni
absorbuji pfi vinové délce mezi 400 az 500 nm [8]. Karotenoidy jsou tedy pestrobarevné.
Jde o ptechod jednoho z vazebnych m-elektront systému konjugované dvojné vazby, ktery
je povySen na neobsazeny antivazebny orbital r-[9].

Dle struktury se karotenoidy rozdéluji na dvé hlavni skupiny. Prvni skupinou jsou karoteny,
které ve své struktufe obsahuji pouze uhlik a vodik, a druhou jsou xantofyly, obsahujici

uhlik, vodik a kyslik [2].

1.3.1 Karoteny

Karoteny jsou obsazeny v rostlinach, fasach a houbach. Hlavnimi formami karotenti jsou a-
a B-karoteny, mezi dal$i formy karotent patii fytoen, fytofluen, zeta-karoten, y-karoten,
lykopen, které jsou obsazeny V mens§im, az nedetekovatelném mnozstvi. Fytoen, fytofluen,
zeta-karoten, y-karoten a lykopen slouzi hlavné jako prekurzory pro biosyntézu a- a f-

karotenut [2].

1.3.2 Struktura karotenua

Nejjednodussim karotenem je acyklicky polynenasyceny uhlovodik lykopen. Z lykopenu
pak vznikaji hydroxyderivaty napt. 3,4-dehydroxylykopen, neurosporen, zeta-karoten,
fytofluen nebo fytoen. Dalsi karoteny vznikaji z acyklickych wy-karotenli a to enzymové
katalyzovanou cyklizaci. Pti katalyzaci vznikaji a- nebo f-jononové struktury. Struktura s
a-jononovym cyklem se nazyva e-karoten, a s B-jononovym cyklem jde o [-karoten.

Karoteny s f-jononovym cyklem jsou prekurzory retinolu, fadi se tedy mezi retinoidy [1].
Lykopen

Strukturou patfi mezi nenasycené acyklické karotenoidy, ktery je tvofen 8 izoprenovymi
jednotkami. Jeho molekula ma 40 atomid uhliku s 11 linedrnimi konjugovanymi a 2
nekonjugovanymi dvojnymi vazbami (obr. ¢. 4). Lykopenova struktura je velmi citlivd na

vyssi teplotu, oxidaéni procesy, pusobeni kyselin a kovovych ionti [4].

SN S e 7 e s W Y Vgl Vg AN

Obrazek 4 Struktura lykopenu [2]
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Zptsobuje Gervenou pigmentaci. Cervena barva lykopenu je dana dlouhym chromoforem
V polyenovém fetézci, ten dokaze absorbovat vétSinu viditelného svételného zareni. Barva
také zavisi na jeho izomerni formé. All-trans izomery odpovidaji ¢ervené barvé a tetra-Cis
izomery odpovidaji oranzové barvé [3,4].

Uplatnuje se jako potravinaiské barvivo, pti vyrobé kosmetiky, a zaroven zde plni funkci
antioxidantu. Diky biologickym u¢€inkiim lykopenu a jeho =zapojeni pii néckterych

onemocnénich ma dobré ptedpoklady pro budouci vyuziti ve zdravotnictvi [3, 4].

a-karoten

Jedna se o bicyklickou molekulu se 40 uhliky. Na jednom konci je navdzan a-iononovy kruh
a na druhém konci je B-iononovy kruh (obr. ¢. 5). Z jeho molekuly lIze syntetizovat vitamin

A. Jako antioxidant ptsobi proti singletovému kysliku a volnym radikalim [5].

NIRRT

Obrazek 5 Struktura a-karotenu [2]
p-karoten

Jedna se o v pfirod¢ nejvice se vyskytujici provitamin vitaminu A. Jeho molekula se
priabéhem metabolickych pochodii mize rozstépit na 2 molekuly vitaminu A. Obvykle je
doprovazen a-karotenem a y-karotenem.

Struktura je tvofena dvéma B-iononovymi kruhy, které jsou spojeny ¢tyimi izoprenovymi
jednotkami (obr. €. 6). Nejcastéji se vyskytuji jako all-trans izomery, které jsou stalejsi. Jako
antioxidac¢ni ¢inidlo ptisobi proti singletovému kysliku a peroxidovym radikalim. Pozitivné

mize ovliviiovat peroxidaci lipidt in vivo [4].

NI YR

Obrazek 6 Struktura -karotenu [5]
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Pii experimentalnich stanovenich zaméfenych na zjistovani antioxida¢ni ucinnosti bylo
zjisténo, ze P-karoten pusobi proti alkylovym, alkoxylovym a také alkylperoxidovym
radikalam [5].

1.3.3 Xantofyly

Xantofyly vznikaji jako produkty biochemické oxidace karotend, v jejich struktuie je
obsazen kyslik vazany dvéma jednoduchymi kovalentnimi vazbami. Mezi nejbéznéj$imi
latkami jsou kryptoxantiny, coZ jsou monohydroxysubstituované derivaty alicyklickych
karotent [1]. Nachazeji se v rostlinnych pletivech a jedna se piedev§im o a-Kryptoxantin
odvozeny od a-karotenu a B-kryptoxantin odvozeny od -karotenu.

Mezi dalsi xantofyly patii lutein, bixin, zeaxantin, astaxantin, kapsantin a apokarotenoidy

[2].

1.1.1 Struktura xantofylua

Dle struktury se xantofyly déli dle obsahujicich substituentt. Skupiny obsahujici kyslik
neboli hydroxylové, napf. B-kryptoxantin, keto, napf. kantaxantin, epoxidové, napf.
violaxantin a aldehydové, napf. B-citraurin. Skupiny obsazeny ve struktuife ovliviiuji

polaritu, rozpustnost a chemické chovani xantofyli [5].

Astaxantin

Jde o cerveny pigment S antioxida¢nim uc¢inkem. Zachycuje singletovy kyslik a volné
radikaly, které pochazeji z metabolickych procest v bunkach nebo z latek znecist'ujicich
zivotni prostfedi. Vzhledem k obsahu kysliku v jeho struktufe se nejednd o provitamin
vitaminu A. Koncentrace tohoto karotenoidu neni v sav¢ich tkanich tak vysoka, aby mohl
pusobit jako antioxidant in vivo [6].

V membranach sniZuje oxidaci lipidl a tim podporuje stabilitu membran a zabratniuje tak
diftizi a bimolekularnim radikédlovym reakcim. ZvySuje se tak antioxidacni ucinek. Pfi
zkoumani syntetického astaxantinu, je tato forma schopna chranit DNA pied reaktivni
formou dusiku. Synteticky astaxantin méa silné fotoprotektivni ucinky na lidské dermalni
fibroblasty pred stfednimi davkami UV-A [6].

Struktura je odvozena od B-karotenu a sklada se z polyenového uhlikatého fetézce s deviti
konjugovanymi dvojnymi vazbami, na jehoZ obou B-iononovych koncich jsou navazané

hydroxy a keto skupiny (obr. ¢. 7). VétSina astaxantinu se vyskytuje ve stabilni form¢ all-
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trans izomeru. Diky polarni a nepolarni ¢asti struktury ma schopnost prostupovat
fosfolipidovou dvouvrstvou, kterd se nachazi v bunéénych membranach [7].
Byl prokazan jeho pozitivni u¢inek jako prevence proti srde¢nim chorobam a na ochranu

kaze pied u¢inkem UV zaienim [7].

Obrazek 7 Strukturni vzorec astaxantinu [1]

Lutein

Jedna se o Zluté rostlinné barvivo. Struktura se sklada z polyenového fetézce s 40 uhliky
tvofeny 8 izoprenovymi jednotkami. Na jednom konci linedrniho fetézce se nachazi -
iononovy kruh a na druhém konci se nachdzi e-iononovy kruh. Lutein je izomerem
zeaxantinu, jejich struktura se tak 1i§i pouze umisténim jedné dvojné vazby na jednom
iononovém konci (obr. ¢. 8). Zeaxantin ma dvojnou vazbu na 5 uhliku a lutein na 4 uhliku.
V ptirodé se mlze nachdzet aZ v osmi stereoizomernich forméch, a to diky obsahu tfech
chiralnich center. Rostlinné materidly obsahuji lutein ve formé all-trans-izomeru. Je
pritomen ve dvou formach, a to ve volné form¢ a ve formé esteru luteinu s masnymi

kyselinami [10, 11]
s _.OH
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Obrazek 8 Strukturni vzorec luteinu [5]

Patii mezi G€inné antioxidanty, pisobi proti reaktivnim formam kysliku, neutralizuje volné
radikaly vznikajici napf. piisobenim ultrafialového zafeni na o¢ni sitnici a zabrafuje
negativnim zménam na zluté skvrné, které byvaji pticinou oslepnuti. Lutein se vyuziva i jako

potravinaiské barvivo a oznacuje se kodem E161b [10].
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Zeaxantin
Strukturou se jednd o izomer xantofylu luteinu, jejich vzorec se lisi umisténim dvojné vazby.
Sklada se z polyenového fetézce obsahujiciho 40 uhliki, tvofeny 8 izoprenovymi
jednotkami (obr. ¢. 9).
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Obrazek 9 Strukturni vzorec zeaxantinu [5]

Na obou koncich linearniho fetézce se nachdzeji f-iononové kruhy. Obsahuje dvé chiralni
centra a vyskytuje se ve tfech stereoizomernich formach. Jako molekula pattici do xantofyli
obsahuje kyslik vazany dvéma kovalentnimi vazbami. Jednd se o antioxidant, spolu
s luteinem a jejich metabolitem meso-zeaxantinem, jsou koncentrovany v sitnici oka a

pusobi tak jako ochrana pied reaktivnimi formami kysliku [11, 12].

Apokarotenoidy

Jedna se o malou skupinu xantofyld, které vznikaji St€penim molekul karotenoidl. Ve své
molekule obsahuji méné nez 40 atomi uhliku. Mezi biologicky aktivni apokarotenoidy patfi
vitamin Az (all-trans-retinol), B-citraurin, ktery ve své struktufe obsahuje 30 atomi uhliku,
bixin, ktery ve své struktuie obsahuje 22 atomt uhliku, nebo krocetin, ktery ve své struktuie

obsahuje 20 atomu uhliku [10].

1.4 Vyskyt karotenoidii

Karotenoidy tvoti hlavni barvivo v nékterych druzich ovoce a zeleniny. Toto barvivo se
vyskytuje i v nékterych Zivo¢isnych tkanich a fasach. Zivogichové karotenoidy piimo
nesyntetizuji, pfijimaji je z potravy. Jejich mnoZstvi v rostlinach zavisi na faktorech jako je
sezdna, faze rlstu a stupen zralosti nebo nasledné zptisob zpracovani. Dle obsahu barviva je
mozno posoudit stupen zralosti ovoce nebo zeleniny. Mnozstvi se také dano druhem ovoce a

zeleniny, mezi druhy se lisi az o stovky mikrogrami [1, 2].

Béhem vyvoje zrani plodu dochazi k zasadnim zménam obsahu karotenoidi. Regulace
biosyntézy karotenoidli byla popséna na rajcatech. Na zacatku zréni jsou plody zelené a

jejich obsah karotenoida je totozny s karotenoidy obsahujicimi v zelenych listech této
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rostliny, tedy nejvétsi zastoupeni ma B-karoten, poté lutein a violaxantin. Pti dozravani ploda
se zvysi obsah lykopenu, a to az 500krat [13].
Nekteré karotenoidy, jako je napf. lykopen se nevyskytuje v potravindch ve vétsi mife.
Barvou se ale jedna o prevladajici karotenoid.
Nejrozsifengjsi ze vSech karotenoidu je P-karoten, v potravinach je obsazen jako hlavni,
nebo vedlejii barvivo. Casto je doprovazen a-karotenem a y-karotenem. Méné se vyskytuje

d-karotenu [5].

1.4.1 Ovoce a zelenina

V ovoci se vétsSinou nachazi smés vicero karotenoidu, karotenil i xantofyld, a jsou obsazeny
v mensi ¢i vetsi mife. Karotenoidy se nachazi hlavné v pomerancéich, mangu, pap4ji, sladkém
melounu a merunikach. V pomerancich je nejvice zastoupeno mnoZzstvi kryptoxantinu a to
do mnozstvi 7,1 mg.kg?. Ve vétsi mife se zde nachézi i luteoxantin a auroxantin, tedy
prevazné xantofyly. V mangu, sladkém melounu a meruiikach je nejvice zastoupen -
karoten a to az 27 mg.kg™v mangu, 3 mg.kgv sladkém melounu a 64 mg kg v meruiikach.
Ostatni karotenoidy jsou zde ve stopovém mnozstvi. V papdji se nachdzi stopové mnozstvi

a- a B-karotenu [1, 6].

Rozsifenym karotenoidem je zeta-karoten. Vyskytuje se sice Vv nizkém mnozstvi, ale ve
vSech zdrojich, které obsahuji karotenoidy. Jako hlavni pigment se vyskytuje v exotickém
ovoci mucence a karambole. Dal§imi rozsifenymi a nejvice vyskytovanymi karotenoidy jsou
fytoen a fytofluen. Vyskytuji se v§ak jako nebarevné latky [5].

V zelenin€ se nachdzi vice karotenidl, v mnozstvi vét§im, nebo stopovém. Mezi hlavnimi
druhy zeleniny, kde se karotenoidy vyskytuji patii mrkev, rajcata, listova zelenina a paprika.
Mrkev obsahuje jako hlavni karotenoid B-karoten a to az 120 mg.kg™ [1]. Doporucen4 denni
davka B-karotenu neni stanovena, b&zné se ale udava doporudeni ve vysi 2-4 mg.den. Tato
davka je nezbytna pro dosazeni koncentrace B-karotenu v séru ve vysi 0,4 nmol.It. Takové
mnozstvi snizuje riziko ischemické srde¢ni choroby (ICHS). Tepelné zpracovani potravin
zvySuje vyuzitelnost B-karotenu v organismu [4]. V mrkvi se dale vyskytuje a-karoten, y-

karoten a lutein [1].

Rajcata jako hlavni karotenoid obsahuji lykopen. Lykopen v rajcatech tvoii az 90 % vsech
karotenoidi. V malém mnozstvi se zde vyskytuje zeta-lykopen nebo -karoten.
V listove zelenin€ je obsaZzen B-karoten a smés riznych xantofyl. Ve Spenatu jako v listové

zelening je kromé B-karotenu, obsazen i lutein, violaxantin nebo neoxantin [1].
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V paprice je jako hlavni karotenoid kapsantin a to az 1200 mg.kg™?, tvoii zde az polovinu
mnozstvi karotenoidt. Kapsantin obsahuje oranzovo-Cervené pigmenty. V menSim mnoZzstvi
se V paprice nachazi kapsorubin, violaxanthin, zeaxanthin, B-kryptoxantin a -karoten [2].
Podrobny ptehled mnozstvi karotenoidd ve vybraném druhu ovoce a zeleniny je uvedeno
Vv tabulce €. 1.

Mezi potraviny, ve kterych se zeaxantin vyskytuje patii Spenat, kapusta, salat, v brokolici,
hrasku nebo zelené petrzeli. V zivocisnych zdrojich se vyskytuje ve vajecném zloutku. Ve

vysokém mnozstvi se vyskytuje také v kukufici, nebo tvrdé psenici [12].

Tabulka 1 Slozeni a obsah hlavnich karotenoidti ovoce a zeleniny [1]

Karotenoidy Obsah v mg.kg*
merunika| mango | pomeran¢ | mrkev Spenat rajce paprika
Karoteny
lykopen 0,1 16-750
neurosporen 3
zeta-karoten 0,4 stopy 0,5 8,4
fytofluen 0,3 1,3 5,1
fytoen 0,6 0,4 6
B-karoten 64 49-27 | 0,1-0,4 | 46-103 | 33-89 | 2,8-58 | 51-275
a-karoten 0,1-0,2 22 -49 stopy
y-karoten 0,2 6,3-27 0,4-1,6
Xantofyly
B-kryptoxantin 01-7,1 36-79
o-kryptoxantin 0,3-1,1
zeaxantin 0,5 40-125
lutein 0,3 1,1-5,6 42-81 0,4-1,3
atheraxantin 0,6 33-44
violaxantin 0,7-3,0 0,7 74 53-98
neoxantin 24 174
kapsantin 523 -1207

1.4.2 Rostlinné oleje

Karotenoidy jsou obsaZeny v rostlinnych olejich. Nejvys$si obsah karotenoidi z rostlinnych
olejii ma palmovy olej, ten se ziskava ze semene palmy olejné. Disledkem obsahu a- a -

karotenu se nerafinovany olej jevi jako svétle oranzovy [1].
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1.4.3 Potraviny Zivo¢iSného piivodu

Zivogichové nedokazou karotenoidy syntetizovat, pfijimaji je tedy potravou. Karotenoidy
pritomné v potravinach zivoc¢isného ptivodu jsou brany jako sekundarni. V tucich ptaki se
vyskytuje lutein, zeaxantin a v malém mnozstvi B-karoten. Stejné karotenoidy se vyskytuji
také ve vajeCném zloutku. Hlavnim pigmentem lososovitych ryb a korysi, jako jsou krevety,

krabi a raci je ¢erveny astaxantin [1].

1.4.4 Rasy

Rasy jsou fotosyntetizujici rostliny s obsahem karotenoidi. Dle barvy se rozdéluji na zelené,
¢ervené a hnédé. Nejvice karotenoidi se nachazi v hnédych motskych fasach, a to v druzich
Cystoseira hakodatensis, Sargassum horneri (obr. ¢. 10) a Undaria pinnatifida. Obsah
karotenoidl v hnédych fasach je uveden v tabulce ¢. 2. Mezi ¢ervené motské fasy s obsahem

karotenoidi patfi Gracilaria vermiculophylla (obr. ¢. 11), Grateloupia asiatica a

Grateloupia livida. Obsah karotenoidti v ¢ervenych fasach je uveden v tabulce ¢. 3 [14].

Tabulka 2 Obsah karotenoidd v hnédych tasach [14]

Fucoxantin
Rad Rod Druh mg.g?t
Fucales Sargassaceae Sargassum horneri 2,4
Cystoseira hakodatensis 13
Laminariales Alariaceae Undaria pinnatifida 2,3
Tabulka 3 Obsah karotenoidi v ¢ervenych fasach [14]
Rad Rod Druh Fucoxantin Lutein Zeaxantin
pg.gt pg.gt ug.g-1
Gracilaries Gracilariaceae | Gracilaria 91 ND 80,2
vermiculophylla
Halymeniales | Halymeniaceae | Grateloupia 1,5 10,4 1,1
asiatica
Grateloupia livida 3,5 9,3 1,0
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Obrazek 11 Gracilaria vermiculophylla [16]
1.4.5 Byliny, koreni, kvéty, plody

Safran je zdroj krocinu, ten se jevi jako ZlutooranZovy pigment. Zakladem krocinu je
krocetin, ten ma ¢ervenou barvu. Krocin se v safranu vyskytuje jako ester s gentiobiozou,

disacharidem slozenym z 2 glukéz. Safran se pouziva jako kofeni (obr. &. 12).

Obrazek 12 Safran [17]
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Okvétni listky mésicku 1ékarského obsahuji flavoxantin. V Sipku je jako hlavni pigment
obsazen lykopen, spolu s 3-hydroxy-y-karotenem [1].

Hlavnimi pigmenty kofeni ¢ervené papriky jsou kapsantin a kapsorubin, které v podobé v
oleji rozpustného oleoresinu jsou extrahovany z plodta Capsicum annuum nebo Capsicum

frutescens [5].

Xantofyly a B-karoten se nachazeji také v okvétnich listcich hotce zIutého (Gentiana lutea).

Hofec zluty je vytrvala bylina [18].

1.4.6 Prirodni rostlinné extrakty

Karotenoidy jsou dostupné Vv produktech i v koncentrované formé&. Tyto vyrobky se
pouzivaji jako ptirodni barvivo, nebo antioxida¢ni ¢inidla. Legislativou je stanoveno, ktera
pfirodni barviva lze vyuzit, a také specifikuje mnozstvi, které miize byt pouzito. Jako
pridatné latky se tyto koncentrované rostlinné extrakty oznacuji E ¢islem. V ramci EU maji:
B-karoten oznaceni E 160a, bixin oznaceni E 160b, extrakt z papriky mé oznaceni E 160c,
lykopen oznaceni E 160d a lutein oznaceni E 161b [2].

Takovymto piikladem je ptirodni extrakt karotend, jedna se o produkt ziskany z mrkve, a to
v podobg¢ extraktu, silice (oleje) a krystalické latky. Hlavni slozKy téchto produkti tvoii a- a
B-karoteny. Dalsi extrakt se vyrabi z papriky v podobé prasku nebo silice. Hlavni slozeni
tohoto produktu tvofi kapsantinové karotenoidy. Jinym vyrobkem je extrakt z rajcat
obsahujici lykopen. Tento vyrobek ma primyslové vyuziti a ziskdva se z odpadu pii
zpracovani rajcat. Z mésicku lékaiského se vyrabi rafinovany extrakt lykopenu, ktery se
vyuziva jako pfirodni zluté potravinaiské barvivo. Ze semene annatto se ziskavaji ptipravky
pouzivané k obarveni potravin s vy$§im obsahem tuku, napf. syry, maslo a margarin. Hlavni

slozku tvofi xantofyl bixin [6].

1.5 Vlastnosti karotenoidu

Karotenoidy maji vyznamnou funkci ve fyziologii rostlinné tise, podileji se na fotosyntéze
a antioxidac¢nich reakcich. U rostlin, ve kterych probiha fotosyntéza, pfispivaji k pfenosu
energie. Piimé funkce vSak nebyla jeSté objasnéna. Funkce karotenoidl je do jisté miry
ovlivnéna strukturou a po¢tem dvojnych vazeb.

Béhem fotosyntézy absorbuji energii a svétlo mezi 400 a 500 nm, a absorbovanou zafivou
energii pak pfenasi na molekuly chlorofylu. Poskytuji fotooxida¢ni ochranu proti ¢inkiim

singletového kysliku a radikalt chlorofylu [2, 8, 10].
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Karotenoidy vzhledem k obsahu konjugovanych dvojnych vazeb jsou barevné. Jde o
prechod jednoho z vazebnych n-elektronti systému konjugované dvojné vazby povysen na
neobsazeny antivazebny orbital - [9]. Aby karotenoidy méli patrnou barvu je potieba
alespon 7 konjugovanych dvojnych vazeb. Tolik konjugovanych dvojnych vazeb ma zeta-
karoten, ktery je Zluty. Fytoen obsahuje 3 konjugované dvojné vazby a fytofluen obsahuje 5
konjugovanych dvojnych vazeb. Tyto karotenoidy jsou tedy bezbarvé [5].

Mezi vyznamné vlastnosti karotenoidli patii antioxidacni ucinky, diky kterym se stavaji
dalezitou soucasti lidské stravy. Jejich ochranny ucinek pozitivné napomaha proti oxidaci
lipid, a tim i proti vzniku a vyskytu nékterych onemocnéni jako kardiovaskularni
onemocnéni, Sedy zakal, rakovina, a zdravotnim komplikacim spojenym se starnutim [6].
Produktem metabolismu nékterych karotenoidii je vitamin A, oznacuji se tedy jako
provitaminy tohoto vitaminu [6]. Mezi provitaminy vitaminu A patii a- a B-karoten, a-

kryptoxantin, lutein, y-karoten a zeaxantin [2].
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Obrazek 13 Stépeni B-karotenu [5]
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Vitamin A vznika §tépenim molekuly karotenoidu. Z jedné molekuly karotenoidu vznika
tedy alespon jedna molekula retinolu (A1) nebo kyselina retinova. Molekula vitaminu A se
sklada z poloviny molekuly B-karotenu a hydroxy skupinou na konci polyenového fetézce.
Stépeni nastava ve stievnich absorpénich buiikich a probihd dvéma cestami. Symetrickym
a asymetrickym $tépenim. Priib¢h Stépeni je na obr. ¢. 13.

Stépeni B-karotenu probihd nejéastéji symetrickym §tépenim. Molekula B-karotenu se
symetricky rozsté€pi na centralni 15-15’" dvojné vazbé na dvé molekuly retinalu. Reakce je
katalyzovana enzymem [-karoten 15,15-monooxigenaza (BCO1). Retinal se enzymem
reduktaza vratné pfeméni na retinol nebo nevratné oxiduje na kyselinu retinovou enzymem
retinol dehydrogendza. Pti asymetrické cesté nastava postupné sté€peni od centralni 15-15’
dvojné vazby za vzniku oxidaénich produkti apokarotenaly. Reakce jsou katalyzovany
enzymem f-karoten 9,10’-dioxigenaza (BCO2). Apokarotenaly vznikaji s ur€itou délkou
fetézce, nejprve B-apo-8'-karotenal, poté B-apo-10'-karotenal a -apo-12'-karotenal. Poté
vznika retinal, ktery se dale méni na retinol nebo kyselinu retinovou dle symetrického
Stépeni [5].

Karotenoidy jsou si vzajemné podobné, ale kazdy z nich specificky plisobi na urcitou tkai.
Pfi nizkém obsahu kysliku, piisobi vyssim antioxida¢nim uc¢inkem. Karotenoidy ptisobi i
proti reaktivnimu singletovému kysliku *O,. Ten vznika vybuzenim atmosférického kysliku,
ktery se v bézném stavu nachazi jako tripletovy kyslik 302. Singletovy kyslik O, reaguje

s dvojnou vazbou nenasycenych slouc¢enin napt. lipida [10].
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2  OXIDACNI A ANTIOXIDACNI REAKCE KAROTENOIDU

Vlivem n¢kolika faktort dochazi k oxidaci, degradaci a izomeraci karotenoidi. Mezi tyto
faktory patii UCinky enzyml ze skupiny oxidoreduktaz, svétla, tepla, kysliku a
hydroxoniovych iontl. Stabilni jsou karotenoidy ve form¢ karotenoproteinii. Nestabilni jsou

xantofyly obzvlasté ve formé epoxidu karotenoidu [1].

2.1 Volné radikaly

Volné radikaly jsou molekuly, atomy a ionty vznikajici v organismech pii metabolickych
pochodech. U lidi jsou volné radikdly spojeny s pfi€inou mnoha onemocnéni napf.
onemocnéni centrdlniho nervového systému nebo Parkinsonovu chorobu. Jejich negativni
ucinky jsou potlatovany pusobenim antioxidanti [19]. V potravinach volné radikaly
vznikaji oxidaci lipida. Ovliviiuji chut’, barvu, nutri¢éni hodnotu a trvanlivost potravin.

Oxidace se urychluje naruSenim struktury potravin, a to mletim nebo tepelnym zpracovanim.

[20]

2.2 Oxidacni, autooxidacni reakce

Karotenoidy se zapojuji do odstranovani radikali v lipidech. Volné radikaly vznikaji oxidaci
lipid. Do oxidace je zapojen uhlovodikovy fetézec nasycenych a nenasycenych mastnych
kyselin. Oxida¢ni reakce lipidi v potravinach probiha nékolika zplsoby. Autooxidaci
vzduinym kyslikem 302 oxidaci hydroperoxidy nebo peroxidem vodiku, oxidaci
singletovym kyslikem 'O, (fotooxidace), oxidace katalyzovana enzymy (lipoxygenazami),

oxidace tézkymi kovy ve vyssi valenci [21].

Pti autooxidaci se jednd o oxidaci zpisobenou zpracovanim nebo skladovanim potravin.
Jedna se o sled radikalovych fetézovych reakcich, které probihaji ve tfech stupnich.
Iniciacni, propagaéni a termina¢ni reakce. Pfi inicia¢nich reakcich je za pfisunu energie
homolyticky $t&pena vazba uhlik - vodik. Stépenim vznika volny vodikovy radikal (H-) a
volny radikal (R-). Stépeni nastava i reakci s jinymi volnymi radikaly, nebo reakci s kovy.
Dalsim stadiem je propagacni faze. Reaktivni volny radikal (R-) reaguje s molekulou kysliku
(O2) za vzniku velmi reaktivniho peroxidového radikalu (R-O-O-). Peroxidovy radikal
reaguje s uhlovodikovym fetézcem, kde se odstépi vodik. Produktem je hydroperoxid (R-O-
O-H) a reaktivni volny radikal lipidu (R-). Tvorba peroxidového radikalu a hydroperoxidu

se mize opakovat. Schéma autooxidaéni fetézové reakce lipidd je na obr. ¢. 14.
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e Iniciacni reakce
R-H — R:
lipid volny radikal
e Propagacni reakce
tvorba peroxyloveho radikalu
R+ 0O; — R-0-0O-
tvorba hydroperoxidu
R-O-O-+R-H — R-O-O-R + R-
e Terminacni reakce

2R-— R-R
R:+ R-0-O- — R-0-O-R
2 R-0-0: —- R-0-O-R + Oy

Obrazek 14 Autooxidacéni reakce lipidi [21]

Rychlost autooxidace udava rychlost vzniku peroxidového radikalu. Reak¢ni fetézec je
ukoncen vznikem stabilniho neradikdlového produktu, kdy pii vysoké koncentraci

reaktivnich volnych radikalt spolu tyto radikaly reaguji [21].

Oxidace probiha radikalovym i neradikalovym mechanismem. Pti oxidaci peroxidem vodiku
se jednd o neradikdlovy mechanismus. Peroxid vodiku vznikéd v potravinach pfirozenymi

procesy. Reakci vznika epoxid, ktery se hydrolyzuje za vzniku dihydroxyhyderivatu.

Potraviny b&hem skladovéni a tipravy mohou byt oxidovany singletovym kyslikem (*O2),
ktery vznika vybuzenim b&zného tripletového kysliku (*02). Pfeména vznika za pfitomnosti
fotosenzibilizatorti a zafeni. Fotosenzibilizatory pfendsi absorbovanou energii na tripletovy
kyslik a tim vznika singletovy kyslik. Singletovy kyslik reaguje s dvojnou vazbou
nenasycenych lipidi a dalSich nenasycenych sloucenin. Navazanim na dvojnou vazbu
mastnych kyselin vznikd nestabilni peroxidova sloucenina nebo Sesti¢lenny kruh. Tyto

produkty se rozkladaji na hydroperoxidy [21].

Enzymovou oxidaci zpisobuji lipoxygenazy, ty jsou pfitomny ve vSech tepelné
neupravenych potravinach. Tyto enzymy katalyzuji oxidaci esencialnich mastnych kyselin

na hydroperoxidy [21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

2.3 Vliv oxidace na potraviny s obsahem karotenoidi

Pti degradaci karotenoidi dochézi k nezddouci zmén¢ barvy potravin. Mezi ochranné kroky
pired degradaci patfi inaktivace enzymi teplem, skladovéani v inertni atmosféfe nebo
pfitomnost antioxidantd. I pfes tato opatfeni mize dojit k degradaci karotenoidd. Do

potravin se proto mohou pfidavat pfirodni syntetické karotenoidy [1].

Rizikovymi potravinami, ve kterych nejcastéji dochazi k degradaci patfi dzusy, syrové
zeleninové protlaky, tepeln€ opracovana zelenina, zahusténé raj¢atové protlaky a skladované
potraviny obsahujici bixin.

Karoteny jsou stabilni pfi Setrném tepelném opracovani zeleniny, jejich obsah se vyrazné
neméni. Mirné snizeni obsahu nastdva u xantofyla a k velkym ztratdm dochézi u epoxidi
xantofyld, jako je tatraxantin a violaxantin. Po 3-10 min. vafeni dochazi k 35-100 % ztratdm
u taraxantinu a 35-65 % ztratam u violaxantinu. Po 1 hodin¢ vateni nastava Gplna degradace.
V syrovém Spenatovém protlaku dochazi k degradaci karotenoidi jiz béhem 20 minut. Ztrata
pigmentu se pohybuje az okolo 50 %. Na degradaci se podileji lypoxygenazy, které lze
inaktivovat blansirovanim. Pfi skladovani Spenatu v mrazirenskych podminkach se obsah
karotenoidl vyrazné nezméni [1].

Susenim a mletim paprikovych luskli se obsah pigmentl snizi na polovinu. Karotenoidy
degraduji, zejména nestabilni B-karoten. Kapsantin se vyrazné nezméni, pii skladovani za
ptistupu vzduchu oxiduje na diketon kapsanton. Kapsanton se dale rozklada na B-citraurin,
dale na 3-0x0-f3-apo-8'-karoten, az na dalsi nizkomolekularni produkty. Vysledkem rozkladu
je zména barvy z Cervené na hnédou. Podobné reakce nastavaji i u suSenych a zahusténych
rajcatovych vyrobkd, napf. u suSenych polévek, protlakl a keupti. V cerstvych plodech se
nachazi 5,6-epoxylykopen, v kyselém prostiedi nastane otevieni epoxidového cyklu a
vznikne 5,6-dihydroxy-5,6-dihydrolykopen.

Skladovanim se pfirodni bixin za pfistupu svétla méni na all-trans-bixin, hydrolyzou se méni
na all-trans-norbixin. Tento produkt se v syrech barvenych bixinem vaze na kaseiny a
zpusobuje rizové zbarveni. Kromé all-trans-norbixinu vznika jesté metylester a malé

mnozstvi aromatickych uhlovodikd, napt. m-xylen [1].

2.4 Antioxidanty

Jako antioxidanty lze oznacit latky, které likviduji nezddouci volné radikaly. Jednd se
pfedevSim o sekundarni metabolity obsazeny ve vySSich rostlinach. Pfirozenymi

antioxidanty jsou predev§im nékteré vitaminy. Mezi antioxidanty patii vitamin C a E,
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lipofilni prekurzory vitaminu A (karotenoidy), fada bioflavonoidd, nékteré enzymy a
koenzymy. Antioxidanty mizou spole¢né fungovat jako antioxidac¢ni sité. Oxidované formy
antioxidantd po reakci svolnymi radikaly jsou redukovany dal$im antioxidantem.
Antioxidanty jsou v pfirodé obsazeny ve smésich, u nékterych dochazi k synergickému

efektu, kdy pritomnost jednoho antioxidantu zvysSuje G¢inek jiného [19].

2.5 Antioxidac¢ni reakce karotenoidu

Antioxidanty jsou latky, které vyznamné zpomaluji nebo zabranuji oxidaci. Mohou
pozitivné prodlouzit trvanlivost potravin. Karotenoidy se pfidavaji do potravin, které
obsahuji nenasycené mastné kyseliny a jako antioxida¢ni ¢inidla plsobi pfi odstranovani
radikalt centrovanych na uhlik a peroxidovych radikalt v lipidech. Dale pusobi pii zhaseni
singletového kysliku [5].

Vsechny karotenoidy reaguji s oxida¢nimi ¢inidly a volnymi radikély. Jejich reaktivita zavisi
na délce polyenového fetézce a povaze koncovych skupin. Elektronova hustota v fetézci neni
soumérnd, proto existuji pravdépodobnd mista pro reakci s oxida¢nimi ¢inidly a volnymi
radikaly. Karotenoidy puasobi proti radikdlim vznikem neSkodnych produktli, nebo
narusenim fetézovych reakci volnych radikalt [9].

Antioxidacni aktivita karotenoidli je ovlivnéna strukturou, pfedevSim velikosti, tvarem,
polohou a poctem substitucnich skupin a fyzikalni formou, pfedevs§im to, jestli se jedna o
agregované nebo monomerni cis nebo all-trans konfiguraci. Dale je jejich aktivita ovlivnéna
umisténim molekuly v buiice, interakce s jinymi karotenoidy nebo jinymi antioxidanty napf.
vitaminem C a E, koncentrace karotenoidu a parcialni tlak [5].

Utinnost karotenoidl jako antioxidantli se nezjistuje schopnosti pohlcovat radikaly nebo
poradim jejich oxida¢niho potencialu. Vysledky G€innosti se méfi v homogennim roztoku a
modelech bunécnych membran. Funkce karotenoidi jako antioxidanti miize souviset
kde se stavaji dulezitéjsi jiné faktory, jako je prostorové uspotfddani nebo interakce mezi
antioxidanty. Rozdily v reaktivité souvisi i s elektronovou hustotou. Naptiklad pfitomnost
elektronové hustoty na 4 a 4’ uhliku brani izozeaxantinu, astaxantinu a kantaxantinu pfi
abstrakci vodiku v této pozici, jsou mén¢ reaktivni [5].

[-karoten pisobi proti hydroperoxidovym radikalim (R-O-O-). Volny radikél je zachycen

konjugovanym polyenovym fetézcem za vzniku stabilniho radikalu -karotenu (obr. ¢. 15).
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B-karoten

CHy B-karotenovy radikal

Obrazek 15 Reakce B-karotenu s R-O-O- [22]

Vznikly radikal se rozklad4 za odstépeni alkoxylového radikalu R-O- a stabilizuji se za
vzniku polarnich produktd, jako jsou epoxidy, karboxylové slouceniny a dalsi produkty.

Schéma piisobeni B-karotenu je na obrazku ¢. 16.

R-O-0O- + B-karoten — R-O-O-p-karoten-
R-0O-0O-B-karoten- — R-O- + B-karotenepoxid
B-karotenepoxid — polarni produkty

Obrazek 16 Antioxida¢ni ptisobeni -karotenu [23]

V piitomnosti kysliku B-karoten reaguje s dalsim hydroperoxidovym radikalem za vzniku
kone¢ného polarniho produktu:
R-O-0O-p-karoten- + R-O-O- — polarni produkty
Za vys§iho parcialniho tlaku kysliku miiZze vznikat nestaly peroxidovy radikal:
R-O-O-p-karoten- + O, — R-O-0-B-karoten-O-O-
Reakci se singletovym kyslikem vznika Kkyslik v tripletovém stavu a [3-karoten
V excitovaném stavu 3p-karoten-:

10, + B-karoten — 30, + 3 B-karoten-
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V pribéhu plsobeni vznikd degradovany [-karoten a nizkomolekularni produkty. Mezi
nizkomolekuldrni produkty patii uhlovodiky a kyslikaté slouCeniny. Tyto produkty tvofi

aroma v potravinach [23].

2.5.1 ZhaSeni singletového Kkysliku karotenoidy

Do procesu zhaSeni singletového kysliku mohou karotenoidy pisobit dvéma zpusoby.
Mohou pusobit jako stabilizatory tripletového kysliku, zamezi tim vznik singletového

kysliku nebo pteménuji singletovy kyslik zpét do jeho zakladniho tripletového stavu [5].

Zhaseni nastava fyzikalni nebo chemickou cestou. Pii fyzikalnim zhaSeni dochazi k pfenosu
excitaéni energie ze singletového kysliku na karotenoid. Kyslik se poté vrati do svého
zakladniho stavu a karotenoid je uveden do svého excitovaného tripletového stavu. Vznikla
energie se rozptyluje mezi excitovanym karotenoidem a okolnim rozpoustédlem. Disledkem
toho vznika karotenoid v zdkladnim stavu a tepelnd energie. Karotenoid se poté mlize znovu

zapojit do zhaseni. Cykly zhaSeni singletového kysliku:
10, + karotenoid — 302 + 3karotenoid-
3karotenoid — karotenoid + teplo

Schopnost zhaset singletovy kyslik se zvySuje poctem konjugovanych dvojnych vazeb ve

struktute karotenoidu [5].

Lykopen plisobi proti oxidaci proteind, lipidii a DNA, a je silnym antioxidantem. Plsobi
proti kyslikovému radikalu, a to intenzivnéji nez ostatni karotenoidy. Silngji ptsobi diky
vysokému poctu konjugovanych dvojnych vazeb v acyklické struktufe. V systému
smésnych rozpoustédel byla jeho G€innost zhaset singletovy kyslik az dvakrat vys$si nez u -
karotenu a 10krat vyssi nez u a-tokoferolu [5].

ZhéSeni singletového molekuldrniho kysliku (O2) probihd chemickou nebo fyzikalni cestou.
Chemicka cesta vede k pferuseni polyenového fetézce, tim je lykopen degradovan. Fyzikalni
cesta vyvolava prenos excitacni energie z O2 na molekulu lykopenu, pfi¢emz kyslik prechazi
do zakladniho stavu a lykopen je excitovan do tripletového stavu. Tim je schopen reagovat
s dalsim O,. U¢inek lykopenu je podpofen dalsimi karotenoidy jako je p-karoten, fytoen a
fytofluen. [3, 4].
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2.5.2 Pisobeni karotenoidu proti volnym radikalim

Karotenoidy svym uc¢inkem vychytdvaji volné radikaly. Tim narusi fetézovou reakci.
Dokazou reagovat s radikaly peroxidu (R-O-0O-), tiolu (RS-), sulfonu (RSO-), oxidu dusného
(NOz2-) a s elektronicky excitovanymi molekulami za vzniku radikalového kationtu [5].
B-karoten je schopny vychytavat volné radikaly oxidu dusného (NO2-), tiolu (RS-), sulfonu
(RSO-) a inaktivovat elektronicky excitované molekuly. V ptipadé -karotenu se jedna o
inaktivaci singletového molekularniho kysliku (*O2). Pomaleji reaguje s peroxylovymi
radikaly, mize to naznacCovat, ze P-karoten je neefektivni piimy lapac peroxylovych
radikalt. Pti srovnani s karotenoidy jako jsou B-kryptoxantin a zeaxantin, které ve své
struktufe obsahuji stejné mnozstvi konjugovanych dvojnych vazeb tedy 11 maji veétsi
ochranny G¢inek nez f-karoten. Bylo zji§téno ze vychytavani neprobiha pfenosem elektrontl,
jak je tomu u vychytavani ostatnich radikald, ale nastdva tvorbou aduktu nebo abstrakci
vodiku [5]. Mechanismus pro zachycovani NO2 je popsan jako darovani elektrond s tvorbou
radikalového kationtu B-karotenu. Vychytavani tiolovych radikali zahrnuje vytvofeni
reakéniho radikalového produktu (B-karoten RS-). Tyto radikalové kationty a radikaly
reakéniho produktu jsou vysoce stabilni a podléhaji pomalému biomolekularnimu rozpadu
[4, 24].

Lykopen patii mezi nejucinnéjsi antioxidanty putsobici proti volnym radikalim. Pii
zjistovani byl jeho ucinek dvakrat vyssi nez u B-karotenu v ptipadé vychytavani radikala
oxidu dusného (N20) [5].

2.6 Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity karotenoidu

Antioxidacni schopnost je méfena diky kapacité absorbovat volné radikaly. Tato hodnota

poukazuje na celkovou antioxida¢ni schopnost potravin.

Pro zjistovani antioxidacni aktivity v potravinach bylo vyvinuto nékolik metod. Metody pro
zjiStovani antioxidantli se d€li na testy zalozené na reakci pienosu jednoho elektronu

(SET) a testy zalozené na atomu vodiku (HAT) [25].

Nejpouzivangjsimi jsou spektrofotometricka analyza antioxidacni kapacity (TEAC - Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) vyjadifena pomoci standardu Trolox (TE). Trolox je
synteticky antioxidant (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina).
Nejbéznéjsimi reakénimi Cinidly pro tyto analyzy jsou ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etylbenzotiazolin-6-sulfonova) kyselina) a DPPH (2,2—difenyl—1—(2,4,6—trinitrofenyl)

hydrazyl). Jde o stanoveni kde, pokud se v analyzovaném vzorku nachazi latka S
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antioxidacnim uc¢inkem, dojde k obarveni vzorku po reakci s danym c¢inidlem. Dalsi
metodou zalozenou na eliminaci radikald je metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), kdy se urcuje schopnost analyzovaného vzorku eliminovat kyslikové radikaly,
které jsou zamérné generovany. Dale se vyuzivd metoda zalozena na hodnoceni redoxnich
vlastnosti latek (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power). Redukéni cCinidla, jako
antioxidanty, reaguji s oxidanty, a dochazi k chemické reakci, redukci, ktera inaktivuje tyto
oxidanty. Tato metoda neni vhodna pro potraviny, protoze funguje pfi nizké hodnoté pH
[26]

Dulezitym prvnim krokem pfi zjistovani mnozstvi antioxidantti ve vzorku je extrakce.
Zvolenim spravného rozpoustédla, jeho koncentrace, teploty extrakce, doby extrakce a

extrak¢éniho pH se da ovlivnit i antioxida¢ni kapacita vysledného extraktu.

V ¢lanku Miiller a kol. [27] byly analyzovany vzorky mrkvové, rajcatové a rakytnikové
Stavy. Z vysledkl analyzy lze konstatovat, ze vétSina testovanych karotenoidi vykazuje
osmkrat vyssi antioxidacéni aktivitu ve srovnani s a-tokoferolem. Pfi pouziti testu FRAP u
karotenoidt vykazoval vysokou hodnotu redukce pouze lykopen. Fytoen, fytofluen a
neurosporen nevykazovaly zadnou aktivitu, patrné z divodu malého poctu uhlika. Aktivitu
nevykazovali také cyklické karotenoidy jako je a- a B-karoten, z divodu ptitomnosti
iononového kruhu, ktery brani reakci s Zelezitymi ionty. Substituci hydroxylovych
funk¢nich skupin na iononovy kruh se karotenoidy stavaji reaktivnimi s zelezitymi ionty.
Témito karotenoidy jsou B-kryptoxantin, lutein, zeaxantin, anteraxantin, violaxantin a
neoxantin. Nejsiln¢j$im karotenoidem proti Zelezitym iontim je rubixantin, hodnota jeho
antioxidaéni sily je 3,3 mol a-TE.mol™?. Strukturou se skldd4d zacyklického fetézce a

hydroxylového B-iononového kruhu [27].

Miiller a kol. [27] stanovovali testem ABTS (TEAC) pusobeni karotenoida proti radikalu
2,2'-azinobis-(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonové) kyseling (ABTS'). Nejvyssi ucinek proti
ABTS™ ma lykopen. Bylo zji$téno, Ze i¢innost se zvySuje poctem konjugovanych dvojnych
vazeb. Hodnota aktivity a-karotenu je 3,9 mol o-TE.mol™ a hodnota aktivity B-karotenu je
3,1 mol a-TE.mol™. Hodnota aktivity astaxantinu je 0,8 mol a-TE.mol™. Aktivita je sniZena

rozsifenim konjugovaného fetézce na 13 uhliki a obsahem keto skupiny.

Vzhledem k odlisnému mechanismu se stanoveni kapacity vychytavanim peroxidovych
radikali (PRSC - Peroxyl Radical Scavenging Capacity) provadi za pomoci

chemiluminiscenéniho testu na bazi luminolu. Karotenoidy s obsahem keto skupin v B-
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iononovém kruhu, jako je astaxantin plsobi jako ucinngjsi antioxidant nez [-karoten.
Vysokou t¢innost prokazoval bixin (obr. ¢. 17), a to az dvakrat vétsi nez lykopen. Tato
reaktivita je dana kombinaci dlouhého uhlovodikového fetézce se systémem odebirani
elektront karboxylové (-COOH) a acylové (-COOCHs3) skupiné, které vedou ke snizeni

intenzity elektroni v konjugovaném fetézci.

HOOC 7 X ™ = R N ~ TN

=
COOCH3
Obrazek 17 Struktura bixinu [5]

Porovnani antioxida¢ni aktivity jednotlivych karotenoidd zjisténé metodami FRAP, ABTS

a PRSC je uvedena v tabulce ¢. 4.

Tabulka 4 Antioxida¢ni aktivita (AA) jednotlivych karotenoidi [27]

AA
FRAP ABTS (TEAC) PRSC
Druh karotenoidu | [mol o-TE.mol™] | [mol a-TE.mol?] | [mol a-TE.mol?]

a-karoten 0 3,3 19
B-karoten 0 3,1 19,1
Lykopen 2,1 3,9 13,3

Neurosporen 0 2,1 0
Fytofluen 0 1 0,1
Fytoen 0,1 1 0,1
Anteraxantin 1,8 2 24,7
Astaxantin 0,5 0,8 26,3
Lutein 2,1 2 19,6
Neoxantin 1,3 1,1 20,6
Rubixantin 3,3 3,3 8,9
Violaxantin 15 1,6 22,5
Zeaxantin 2 19 20,3

V praci védct Zanfini a kol. [28] byly zkoumany lipofilni extrakty ziskané z riznych odrad
rajcat, a to typ Cluster, Cherry a Salad. Pfed stanovenim byly vzorky homogenizovany a
lyofilizovany po dobu 24 hodin. Karotenoidy byly extrahovany pomoci dichlormetanu.
Celkova analyza mnozstvi karotenoidi byla provedena HPLC metodou za pouziti smési

mobilni faze slozené z metanolu, acetonitrilu a dichlormetanu v poméru 50:48:2.
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Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena pomoci metody ABTS. Sledovan a vyhodnocovan byl
ucinek lykopenu, B-karotenu a luteinu. Z vysledki je patrno, ze nejvyssi obsah karotenoidt
a zaroven nejvyssi antioxidacni t¢inek méla Cherry rajcata. Nejvyssi antioxidacni ucinek je
zde spojen s vysokym obsahem lykopenu a to az 11270 ug.100g™. Ze stanovené korelace
mezi obsahem antioxidantli a antioxidac¢ni aktivitou mél také nejvyssi korelacni koeficient.

Obsah sledovanych karotenoidti v danych odriidach rajcat je uveden v tabulce ¢ 5.

Tabulka 5 Obsah karotenoidti a AA v rtiznych odradach rajcat [28]

Sledované karotenoidy AA
Lykopen B-karoten Lutein ABTS (TEAC)
Odrtda rajéat: | [pg.1009Y] | [ug.1009]| [ug.100g™] |[mmol Trolox.100g?]
Cluster 8470 620 20 0,021
Cherry 11270 710 21 0,028
Salad 850 420 16 0,009
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3 METODY ANALYZY KAROTENOIDNiIiCH BARVIV

Mezi metody, kterymi Ize stanovovat karotenoidni barviva patii spektrometrické metody a
metody chromatografické, piedevsim vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), a
také papirova chromatografie (PC) a tenkovrstva chromatografie (TLC) [2]. Jedna se hlavné

o0 separaci analytu, na zaklad¢, kterého Ize identifikovat, a stanovit jednotlivé slozky [10].

3.1 Spektrometrie

Spektrometricky lze stanovit koncentraci nékterych latek, napf. barviv rozpustnych ve vodé
i tuku. Koncentrace se stanovuje na zaklad¢ toho, Ze dana latka absorbuje viditelné svétlo.
Pti absorpci svétla doda foton energii elektronu z molekulového orbitalu, elektron pak prejde
do orbitalu s vyssi potencialni energii. Molekula se pak zbavi pfebytecné energie pireménou
na teplo. Absorbovany jsou jen fotony o vinovych délkach odpovidajicich konkrétnim
hodnotdm energie. Spektrum je zavislost intenzity absorpce na vlnové délce pouzitého
svétla. Ve viditelné oblasti ma tvar jednoho nebo vice vrcholll. Pro stanoveni se pouZziva
svétlo vinové délky, pti které je absorpce nejvétsi. Lambert-Beertiv zakon popisuje, ze
v roztoku. Mérnou veli¢inou je absorbance. Stanoveni latky ve vzorku se provadi metodou
kalibra¢ni piimky. Z Cisté latky se pfipravi sada roztokl o vzrustajici koncentraci. Obsah

analytu v neznamém vzorku se ur¢i zmétenim jeho absorbance a uréenim koncentrace [29]

Ve studii Wanga a kol. [30] byly stanovovany karotenoidy obsazeny ve sladkovodni fase
Oedogonium intermedium. Karotenoidy byly extrahovany dichlormetanem a purifikace byla
provedena saponifikaci. Lyofilizovany vzorek byl smichan s vodou, metanolem a
dichlormetanem. Po 10 min. inkubaci byla centrifugaci odd¢lena organicka vrstva. Extrakce
byla opakovana tiikrat. Rozpoustédlo bylo vysuseno plynnym dusikem a vznikly extrakt byl
rozpu$tén v metanolu. Nasledné zmydelnéni bylo provedeno roztokem KOH. Suchy extrakt
byl rozpustén v metanolu a absorbance byla zméfena pfi tfech vinovych délkach: 470,
665,2 a 652,4 nm. Obsah barviv ve vzorku byl nasledné vypocitan dle Lichtenthalerovy
rovnice. Spektrofotometricky byl zjistén obsah karotenoidii v hodnot& 2929.6 ng.g. V této
studii byl obsah karotenoidi zaroven zjistovan pomoci metody HPLC. Touto metodou byl
uréen obsah karotenoidi na hodnotu 2257 pg.g?. Tento rozdil mtze byt dan obsahem
necistot, které vzorek obsahoval. Jedna se o produkty degradace karotenoidd a chlorofylu.

Spektrometrickou metodou zjisténa vyssi hodnota tak mize byt méné piesna [30].
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3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Obsah lipofilnich barviv v potravinach lze stanovit pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Jedna se o separa¢ni metodu, ktera oddéluje analyt na zakladé
distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi. Mobilni fadze je vzdy kapalna, s riznym
slozenim, a pratok mobilni faze je zajiStén vysokym tlakem. Staciondrni faze je zakotvena
v chromatografické koloné¢ a je slozena z malych ¢astic pravidelného tvaru, které
homogenné vyplituji kolonu. Cim jsou &astice mensi, tim je separace u¢inngjsi [31].
VétSina karotenoidl se v pfirodnich produktech vyskytuji jako slozité smési a obsahuji
znacény pocet jednotlivych frakei s riznou adsorpéni kapacitou a lipofilitou. Tato vlastnost
stézuje separaci, pro piesné vysledky se pouziva vicestupiiova gradientova vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC) [14].

Ve studii Carvalho a kol. [32] bylo popsano zastoupeni karotenoidli ve vzorku ¢ervenych
malin odridy Tulamen, v riiznych stupnich zrani od nezralych zelenych plodi po zralé plné
vybarvené plody (1, 3 a 5). Analyza byla provedena pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie s detektorem fotodiodového pole (HPLC-PDA) z nezmydelnéného vzorku.
Lyofilizované vzorky malin byly extrahovany v roztocich rozpoustédel, metanol, kyselina
chlorovodikova, pufr s chloridem sodnym a chloroformem. Po odstiedéni vznikla vodna faze
byla dale extrahovana chloroformem. Chloroformovy extrakt byl vysusen na odparce. Pied
analyzou byly vzorky rozpustény etylacetatu. Pfi této analyze byla zvolena gradientova
eluce, kdy se obsah mobilni faze méni v ¢ase. Mobilni faze obsahovala metanol, smés vody a
metanolu s octanem amonnym a terc-metylbutyléterem. Na obrazcich ¢. 18, 19, a 20 jsou
zobrazeny profily karotenoidd a dalsich latek zjisténych ve vzorcich ¢ervenych malin odridy
Tulameen ve tiech fazich zrani (obr. ¢. 18-20). Pod ¢islem 1b byl identifikovan neoxantin,
pod ¢islem 8 lutein, pod ¢islem 9 zeaxantin a pod ¢islem 35 B-karoten. Ostatni piky zobrazuji
obsah tokoferolt. Hlavnimi karotenoidy v malinach jsou tedy lutein a jeho estery. V pribéhu

zrani se obsah esterifikovanych luteinll zvySuje a obsah luteinu se snizuje [32].
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Obrazek 18 Obsah latek malin ve fazi zrani 1[32]

8

Obrazek 20 Obsah latek malin ve fazi zrani 5 [32]
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3.3 Papirova a tenkovrstva chromatografie

Papirova chromatografie (PC) patii mezi star$i a jednoduché metody. Tenkovrstva
chromatografie (TLC) je také jednodussi a levnou metodou pouzivanou pro stanoveni
nékterych slozek v potravinach, jako jsou i karotenoidy.

Skladaji se ze stacionarni a mobilni faze. Stacionarni faze u PC je v podob¢ specialniho
papiru umisténa v plose, Pro nepolarni latky, jakymi jsou karotenoidy, se pouziva papir
impregnovany parafinovym olejem, a vodné roztoky jako mobilni faze. U TLC je stacionarni
fazi tuha latka, kterd je nanesena v tenké vrstvé na vhodné desce. Mobilni faze se sklada
vétSinou ze smési rozpoustédel s pridavkem kyselin, bazi a tlumivych roztokt. Jejich slozeni
zavisi na struktufe analyzovanych latek. Mobilni faze unasi analyt, ktery je zadrzovan
staciondrni fazi. Hnaci silou pohybu mobilni faze jsou kapilarni sily. Analyza se ukon¢i pied
dosazenim mobilni fdze do konce staciondrni faze. Na detekci se pouziva pfirozené
zabarveni, skvrny zviditelnéné vhodnym c¢inidlem, nebo UV ziafenim a porovnanim
retardacniho faktoru zjisténého na zaklad¢ vzdalenosti skvrny od startu a vzdalenosti, kterou
urazila mobilni faze od startu do cile.

Kapilarni sily, kterymi je Vv ptipadé PC a TLC, unasena mobilni faze s analytem, nejsou
konstantni, proto se Castéji pouziva presn¢jsi metoda stanoveni karotenoidd S nucenym
konstantnim pritokem mobilni faze, kterou je vysokoucinna kapalinovd chromatografie
[31].

Jak zjistil Oliver a kol. [33], pfed samotnym stanovovanim karotenoidii se vzorek musi
upravit extrakei S odstranénim nezadoucich latek a zmydelnénim. Pii extrakci karotenoidu
se pouzivaji smési nepolarnich rozpoustédel. NejCastéji se pouzivaji metanol s roztokem
tetrahydrofuranu (THF) v poméru 1:1, metanol a dietyleter nebo metanol a aceton-hexan.
Pti analyze karotenoidi v mrkvi je uc¢inna smes roztokl hexan, aceton, metanol a toluen
v poméru 10:7:6:7 objemové. Nezadouci latky jako jsou bilkoviny se ze vzorku odstranu;i
pomoci srazeni s etanolem. Piipravené vzorky se mohou pak susit a mrazit. Karotenoidy
V potravinach jsou esterifikovany mastnymi kyselinami, odstranéni se provadi
zmydelnénim. Zmydelnéni se provadi v roztoku s hydroxidem draselnym (KOH) ve
vodném, etanolovém nebo metanolovém roztoku. Koncentrace se pohybuji od 10 do 60 %
(wiv) [33].

TLC metoda se pouZziva k izolaci a ¢iSténi jednotlivych karotenoidd. Touto metodou bylo
izolovano ptes 50 karotenoidii v pomerancovém dZzusu. Kolonou naplnénou oxidem

hofe¢natym se vzorek rozdé€lil na tfi frakce obsahujici karotenoidy, na mono-oly, dioly a
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polyoly. Z jednotlivych frakci byly izolovany riiznymi adsorbenty a rozpoustédly jednotlivé
karotenoidy metodou TLC. Karoteny byly rozdéleny smési petroléteru a benzenu v poméru
98:2 na deskach hydroxidu vapenatého (Ca(OH)2) a silikagelu G v poméru 6:1.
Monokarotenoidy byly separovany na oxidu hlinitém s acetonem a petroléterem v poméru
5:95. Dioly a polyoly byly separovany na silikagelu se systémem rozpoustédel rizné
polarity: acetonem s petroléterem v poméru 20:80, petroléterem, etylacetatem a
izopropanolem v poméru 85:10:5 nebo metylchloridem a etylacetaitem v poméru 80:20.
Kvantitativni analyzy byly nasledn¢ provedeny spektrometricky. Bylo zjisténo, Ze

ptrevladajicimi karotenoidy v pomerancové §tave jsou dioly a polyoly [34].
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ZAVER

Vlastnosti karotenoidii zavisi pfedevsim na jejich struktufe. Karotenoidy vznikaji fadou
cyklizacnich reakci, které pfeménuji fytoen na cyklické karoteny. Postupnym navazanim
konjugovanych dvojnych vazeb vznika prodlouzeny chromofor. Jako barevné se projevuji
ty karotenoidy, které maji vice nez 7 konjugovanych dvojnych vazeb.

Nekteré karotenoidy plisobi jako provitaminy vitaminu A. Mezi tyto provitaminy patii a- a
B-karoten, PB-kryptoxantin, lutein, y-karoten a zeaxantin. Vitamin A vznikd Stépenim
molekuly karotenoidu. Pti $tépeni molekuly B-karotenu symetrickym Stépenim vznikaji dveé

molekuly vitaminu A.

Dulezitou vlastnosti mnoha karotenoidt je jejich antioxida¢ni uc¢inek. Antioxida¢ni aktivita
je ovlivnéna strukturou, velikosti a tvarem molekuly, dale pak poctem substitu¢nich skupin,
konfiguraci cis nebo all-trans. Uéinnym antioxidantem ze skupiny karotenti piisobicim proti
volnym radikaltim je lykopen, a to diky jeho acyklické struktuie s konjugovanymi dvojnymi
vazbami. Nejintenzivnéji pusobi proti kyslikovému radikalu, zabranuje oxidaci lipidd,
proteinti &8 DNA. Jeho tcinek proti volnym radikalim oxidu dusného je az dvakrat vyssi nez
u B-karotenu. Jeho antioxidaéni ptisobeni je podpoieno i u¢inky dalsich karotenoidu jako je
B-karoten, fytoen a fytofluen. B-karoten pisobi proti volnym radikalim oxidu dusného
(NOy), tiolu (RS:-), sulfonu (RSO-) a inaktivuje singletovy kyslik. Zeaxantin spolu s
luteinem a jejich metabolitem meso-zeaxantinem jsou koncentrovany v sitnici oka a ptisobi
tak jako ochrana pfed reaktivnimi formami kysliku.

Karotenoidy se vyskytuji v mnoha druzich ovoce a zeleniny, dale pak v nékterych
zivo¢iSnych tkénich, rostlinnych olejich a tfasach. Rajcata jsou zdrojem nejicinngjsiho
karotenoidu lykopenu. Nejvyssi obsah a nejvyssi antioxidacni u¢inek maji rajCata odridy
Cherry. Nejvetsi mnozstvi B-karotenu se nachazi v mrkvi a v ¢ervené paprice. V paprice se
nachazi i velké mnozstvi xantofyll jako je kapsantin. V potravinach zivocisného piivodu se
vyskytuji karotenoidy jako hlavni pigmenty Vv tkanich lososovitych ryb a korysu, kde je

ptitomen astaxantin.

Karotenoidy se Vv potravinach stanovuji nékolika metodami, spektrometricky,
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC), papirovou chromatografie (PC) a
tenkovrstvou chromatografii (TLC). Mezi nejefektivnéjsi patii HPLC metoda. Tato metoda

umoziuje separovat slozité smési karotenoidl a s vysokou piesnosti urcit jejich obsah.
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Karotenoidy diky svym vlastnostem mtizou pozitivné pisobit na zdravi ¢lovéka. K takovym
ucinkim se tadi prevence srdec¢nich chorob, dale pasobi pii ochrané kiize pied ucinky UV
zafeni, a lykopen zabranuje negativnim zménam na zluté skvrné, které byvaji pfi¢inou

oslepnuti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA Antioxidac¢ni aktivita

ABTS  2,2'-azinobis-(3- etylbenzotiazolin-6-sulfonova) kyselina
BCO1 B-karoten 15,15-monooxigendza

BCO2 B-karoten 9,10'-dioxigenaza

DMAPP Dimethylalyl pyrofosfat

DPPH  2,2—difenyl—1—(2,4,6—trinitrofenyl)

FPP Farnesylpyrofosfat

FRAP  Ferric Reducing Antioxidant Power
GGPP  Geranylgeranylpyrofosfatu

GPP Geranyl pyrofosfat

HAT Hydrogen atom transfer (jednovodikovy pienos)
HPLC  Vysokoucinna kapalinova chromatografie
CHYB B-hydroxyldza

CHYE e-hydroxylaza

ICHS Ischemické srde¢ni choroby

IPP Izopentenyl pyrofosfat

LCYB  Lykopenova B-cyklaza

LCYE Lykopenova e-cyklaza

NSY Neoxantinsyntazou

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
PC Papirova chromatografie

PDA Detektor diodového pole

PDS Fytoen desaturaza

PSC Peroxyl Radical Scavenging Capacity

RP Reverzni faze
SET Single-electron transfer (jednoelektronovy pienos)
TE Trolex

TEAC  Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
THF Tetrahydrofuran
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TLC Tenkovrstva chromatografie
ZDS Zeta-karoten desaturaza

ZEP Zeaxantin epoxydaza
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