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Bylo zjisténo, Ze stanolovd kompozice, obsa-
hujici kromé& sitostanolu jako hlavni sloZky
také vyznamné mnozstvi, nejméné 10 %
kampastanolu, je Géinna pfi v€lenéni do poZi-
vatin jako prostfedek pro sniZeni hladin séro-
vého cholesterolu. Po esterifikaci je tato
kompozice zvla§té¢ vhodnd pro pouZiti v
jedlych tucich a olejich a v potravinach obsa-
hujicich tuky.




Kompozice obsahujici stanol a jeji pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka kompozice rostlinnych stanold obsahujict
sitostanol, vhodné zejména jako prostfedku pro sniZovani
hiadiny cholesterolu v séru. Vynalez se rovnéZ tyka
odpovidajici esterifikované formy této kompozice, kterou lze
vyhodné pou?it v jedlych olejich a tucich a v potravinéch

obsahujicich tuky.

Dosavadni stav techniky

Rostlinné steroly jsou zakladni slozky viech rostlin.
Jejich funkce v rostlinach se podobaji funkcim cholesterolu u
saved. V rostlinstvu jsou nejhojnéji zastoupenymi rostlinnymi
steroly B-sitosterol, kampesterol a stigmasterol. Chemick4
struktura téchto rostlinnych sterolt je velmi podobna
strukture cholesterolu’od které se 1131 v postrannim rfetézci
skeletu molekuly. Napriklad v porovnani s cholesterolem'
postranni Fetézec sitosterolu obsahuje dalsi ethylovou skupinu

a postranni Fetézec kampesterolu dalsi methylovou skupinu.

0d let 1950 je o rostlinnych sterolech znamé, Ze Gcinng
sniZzuji hladiny cholesterolu v séru. I kdy? se¢ podivaji v
relativné malych davkach (nékolik gramt denng) tak snizuji
schopnost absorpce jak bilidrniho cholesterolu tak
cholesterolu z potravy a tim snizuji hladiny celkového a
ILDL-cholesterolu (12, 28, viz také 27, 32). Mechanismus, jakym
toto omezeni absorpce cholesterolu probihda je3td neni podrobné
zndmé, ale predpoklada se, Ze rostlinné steroly vytéshuji
cholesterol z micelarni faze a tim zabranuji jeho absorpci.

V prakticky v&ech poddteénich studiich byl hlavnim




rostlinnym sterolem jako predmétem studie sitosterol nebo jeho
hydrogenovana forma, sitostanol. Nicméné sloZeni sterold v
testovanych pripravcich nebylo vidy dobre dokumentovano a
sterolové pfipravky pouzité ve vétdiné studii také obsahovaly

raznid mnoZstvi dalgich sterolq.

Rostlinné steroly se pokladaji za bezpedny prostrfedek
sni?ovani hladin cholesterolu, protoZe jscou prirozenymi
slozkami rostlinnych tuku a olejd. Navic jejich absorpce ve
streve zdravych subjektd je omezend, a tato omezena
absorbovanad mnoZstvi jsou vyludovana z téla zluéi. Absorpéni
pomér rostlinnych sterold se u jednotlivel rtzni a je rdzny
mezi jednotlivymi rostlinnymi steroly, ale u zdravych lidi se
obvykle z traviciho systému absorbuje méné ne? § % rostlinnych
sterola (27). Bylo vsak zjisténo, Ze sc absorbuje az 10 %

kampesterolu z potravy (20).

U nékolika zridka se vyskytujicich nemoci jako je
sitosterolemic, se rostlinné steroly absorbuji vyjimedéné
udinng, a také jejich vylucovani z téla bilidrnim systémem je
zhorgena. Hladiny sitosterolu, kampesterolu a také jejich
nasycenych forem, sitostanolu a kampestanolu, v séru jsou
vysoce zvyiené. Zvyiené hladiny nasycenych stanold jsou
pravdépodobné zpasobeny jejich G¢innéjsi endogenni syntézou
ne? uéinnéjsi absorpci (10, 27). Neni—-1i sitosterolemie 1é&c&ena,
vede v mladém véku ke xantomatosec a korondrni chorobé srdce.
Pro lidi trpici touto chorobou maZze podavani nenasycenych
rostlinnych sterolt, v mnoZstvi vétsim ne? je obvykle obsaZeno

v potravé, vést k vaznym zdravotnim ddsledkim.

Lees a Lees (25) hodnotili Géinky t#i ruznych pripravkd s
obsahem sitosterolu na koncentrace lipidu a lipoproteinu v

plasmé. Jednim z téchto pripravka byl obchodné dostupny
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pfipravek, Cyvtellin (Eli Lilly Co., USA), ktery ohsahuje 60-65
% sitosterolu a 35-40 % dalsich sterolda, hlavné kampesterolu.

Podavanim promérné davky 18 g/den rozdélené do tri davek mélo
za nasledek v praméru 10,5% sniZeni celkového chdesterolu v
plasmé a 15% snizeni LDL-cholesterolu. Nicméneé, jestlizZe
obvykle jsou v plasmé zjistovany pouze stopy rostlinngch
sterola véetns kampesterolu (10, 33), v plasmé subjektu
hodnocenych ve studii Leese a Leese koncentrace kampesterolu v
plasmé kolisaly od 4 do 21 mg/dl (25). V diskuzi autori
zdGraznovali, Z¢ z divodu Ze neni znaméa ﬂterogenicita
kampesterolu, tak pouziti sitosterolového pripravku s
relativné vvsokym obsahem kampesterolu jako je v jejich

studii pouzity Cytellin, nelze doporucovatl.

Dale, lees a sp. (26) studovali Géinnost rostlinnych
sterolt ze sojového oleje a talového oleje pfi sniZovéani
hladiny krevniho cholesterolu. Pouzili dvé ruzné fyzikalni
formy pro kazdy sterol a to suspenzi a préaiek. Sojovy sterol
obhsahuje 60-65 % sitosterolu a 35 % kampesterolu a primérni
denni davka 18 g sterold denné (rozmezi 9-24 g) byla podavéana
ve trech stejnych rozdélenych davkach. Do studie byl zahrnut
sterolovy pripravek z talového oleje obsahujici pouze 5 %
kampesterolu. Oba pripravky obsahujici steroly z tallového
oleje (pragek a suspenzi) byly hodnoceny pri aplikaci denni
davky 3 g. Kromé toho bylo hodnoceno podavéani davky 6 g

suspenze sterola z talového oleje.

Sterol ze sojového oleje v obou fyzikalnich forméach
a sterol z tallového oleje ve formé prasku sniZzily obsah
cholesterolu v plasmé v praméru o 12 % (26). Nicméné pomérné
vysoka schopnost absorbovat se, kterad jiz byla zjisténa dfive,
byla pozorovana 1 v této studii. U 5 testovanych pacienta byly

hladiny kampesterolu v plasmé v rozmezi 5 az 21 mg/dl (
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pramérné 16 mg/dl). Opét tedy, i kdyZz byl ovéren vyznamny
Gc¢inek sterolu ze sojového oleje na sniZovani hladiny
cholesterolu, autorfi nedoporuduji jeho pouziti jako prostredku
pro sniZzovani hladiny cholesterolu. Na rozdil od toho autori
doporucéuji, aby farmaceutické pfipravky obsahujici rostlinné
steroly obsahovaly minimum kampesterolu a maximum sitosterolu.
7 téchto dvou studii které jsou citovany vyse lze tedy vyvodit
zavér, Ze pouziti rostlinnych sterolti na bazi rostlinnych
olejtt jako jsou steroly ze sojového oleje, se ddrazné

nedoporuduje.

Nasycené rostlinné steroly jako je sitostanol a
kampestanol jsou ve vétiing rostlinnych olejd pritomné jen ve
stopovych mno?zstvich. Nicménd steroly z talového oleje
obsahuji 10-15 % sitostanolu, nasycené formy sitosterolu.
Sitostanol miZe byt také pripraven hydrogenaci dvojné vazby
sitosterolu. V poslednich studiich, provedenych jak s lidmi
tak s pokusnymi zviraty, se ukazalo, Ze sitostanol je
Geinnéjii prostredek pro snizovani hladiny cholesterolu ne?
sitosterol (8, 16, 17, 18, 19, 36).

Dalsi vyhodou sitostanolu je, Zc jcvv podstate
neabsorbovatelny. V nékolika studiich (napsf. 9, 16, 17, 21)
bylo zjigténo, Ze sitostanol je prakticky neabsorbovatelny
zatimco malgd mnoZstvi (< 5 %) jeho nenasycené formy
sitosterolu (33) se mohou absorbovat. Podobné bylo ve studii,
kterou zpracovali Amstrong a Carcy (6) zjigténo, Ze
cholestanol, nasycend forma cholesterolu, je vice hydrofobni a

ménd absorbovatelny neZ cholesterol.

Pri pripravé sitostanolu hydrogenaci vétiiny obvyklych
rostlinnych zdroju sterola, se vytvari{ také dals{ nasyceny

rostlinny sterol, totiz kampestanol, ktery vznika z




L]
S TR S T I L I
L] * * & o ® 600 » .e o LE N J
[ 2 . . L] - L] L] .
se0e (¥ . - L X ] *e
kampesterolu. Dosud se pomérné madlo vi o schopnosti absorbovat

se a moZném hypocholesterolemickém Gdinku tohoto stanolu.

Na zakladé udaja uvedenych vyie konstatujicich, Ze nasycené
steroly jsou méné absorbovatelné ne’Z jejich nenasycené formy,
lze vytvorit hypotéru, Ze kampestanol mGZe byt prakticky

neabsorbovatelny.

Ve studii absorbovatelnosti raznych rostlinnych sterola,
(20)

kampcsterolem,

kterou provedl Heinemann a sp. bylo provedeno srovnani

stfevni absorpce cholesterolu s sitosterolem

a stigmasterolem, a také s nizkymi koncentracemi sitostanolu

a kampestanolu intestinadlnim perfusnim zpGsobem. Z vysledka
vyplynulo, Ze stupent absorpce raznych rostlinnych sterold se

1id1i a je v praméru 4,2 % u sitosterolu, 4,8 % u stigmasterolu,

9,6 % u kampesterolu a 12,52u kampestanolu. Na deseti
byla zjisténa velka variabilita v

subjektech, muzich,

u¢innostech absorpce.

Podle Ze

kampestanol

(20) tedy hylo zjigténo,

absorbuje ne? jeho nenasycena forma,

Heinemanna a sp.
se G&innéji
kampesterol. To je v rozporu s predpokladem zaloZenym na
drivéjsich studiich ve kterych se ukazovalo, Ze nasycené

nez

steroly (sitostanol,
steroly nenasycené.

zastava nevyjasnény.

ze divod tohoto konfliktniho vysledku mGZe spoé&ivat v tom,

studie kterou

cholestanol) se absorbuji méné
Ddvod pro¢ bylo dosaZeno tohoto

Heinemann a sp. (20) pokladaji

vysledku
zZa moiZné,

7e

zpracovali

za podminek in vitro,

uré¢ujicim faktorem v mice

byt za podminek

nebyla vysvétlena skuteénost,

a Z2e teorie hydrofobicity,

in vivo duleZita.

Amstrong a Carey (6) byla provedena
ktera je
larni vazbd a/nebo absorpci nemusi
téchto uvahach

Nicméné v

e nékolik studii, ve kterych

byla prokdzana sniZenid absorbovatelnost sitostanolu ve

srovnani se sitosterolem,

bylo provedeno za podminek in vivo.
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Vysledky podle Heinemanna a sp. (20), které jsou v rozporu s

predchazejicimi vysledky, z0stévaji tcdy avtory nevyvétilenéd.

Sugano a sp. (34) studovali hypocholesterolemickou

aktivitu kukuriénych sterolt (slozeni: 31 % kampesterolu, 4 %
stigmasterolu a 65 % sitosterolu) a kukuridnych stanolu
(sloZeni: 31 % kampestanolu a 69 % sitostanolu) ziskanych
hydrogenaci smési sterold z kukuridného oleje. Byly provedeny
dva pokusy na krysach. Jak sterolx tak stanoly prokéazaly
hypocholesterolemické Gdinky v hladinach 0,5-1 % v potravéa pri
ptijmu cholesterolu (1 % v potravé). V tomto prvnim pokusu
nebyl zjistén 2adny vyznamny rozdil v hypocholesterolemickém
Ucinku fytosterold a fytostanola. Nicméné v druhém pokusu, pri
stejnych davkach v potravé, se u fytostanold projevila
vyznamné vys$si schopnost snizovat koncentraci cholesterolu v
plasmé nez u fytosterold (statisticky vyznamné pri p <0,02).
Navic, krysy krmené potravou s obsahem 1,0 % stanold mély
(p<0,02)
To

neprojevilo u krys krmenych potravou obsahujici 1

hladiny cholesterolu v plasmé vyznamné nizgi nez
se

%

zvirata krmend potravou prostou cholesterolu.

steroln.

Sugano a sp. (34) nestudovali rozdily v

hypocholesterolemickém téinku mezi smésmi stanola s

obsahem sitostanolu a nizkym obsahem kampestanolu
bazi talového oleje) a smésmi stanolt s podstatng
rostlinnych

obsahem kampestanolu (steroly na bazi

vysokym
(steroly na

vyssim

oleja).

Srovnavali hypocholesterolemicky Gdinek smési nenasycenych
sterolt s odpovidajic{i smési nasycenych stanolu. Pozdejsi
studie této vyzkumné skupiny byly zaméreny na specificky
Gc¢inek sitostanolu na sniZeni hladiny cholesterolu ve srovnani
22, 23, 35).

pozdéjsi publikaci (23L tykajici se vyde zminéné studie

se sitosterolem (21, Ve skutecénosti autori v

fytostanolu (34% se zminuji pouze o hypocholesterolemickén
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ac¢inku f-sitostanolu ve srovnani s Bwsitostanolem‘aniz by se
rminili o pripadném hypocholesterolemickém udinku nasycenych
sterola (véetns kampestanolu) ve srovnani s nenasycenymi
steroly. V téchto pozdejsich studiich uvedenych vyse byly
pouZzity smési sterold s typickym sloZenim odpovidajicim
hydrogenovanym steroldm talového oleje o vysokém ohsahu

sitostanolu (>90 %).

Miettinen a Vanhanen (30) zjistili, %e pro sniZovani
hladin cholesterolu je Géinnéj3i sitostanol ve formd esteru
s mastnou kyselinou ne? volny sitostanol. V pozdéjsich
studiich se ukdzalo, Ze pouZiti esterd sitostanolu ve formé
soucasti denni potravy je G&innym zpasobem pro sniZeni
koncentraci celkového a LDL-cholesterolu (13, 14, 15, 31, 37,
38). Pouziti esterd stanolu mis{o volného stanolu je také
prospéiné v tom, Ze estery stanolu jsou rozpustné v tucich a
Ize je tedy snadno vélenit do mnoha rtznych potravin bez zmény
chuti, viné nebo fyzikdlnich vlastnosti kone&ného produktu.
Zplisob pripravy esterl sitostanolu s mastnymi kyselinami a
pouziti v tucich rozpustnych esterd stanolu je uveden v US
patentu ¢.5,502,045 (2), ktery je v&lenén do tohoto textu

odkazem.

Straub (3) navrhl pouzit{ nasycenych stanola (sitostanolu,
klionastanolu, 22,23-dihydrobrassikastanolu, kampestanolu a
jejich smé&si) ve zplGsobu prfipravy potravinovych doplrka, kde
stanoly se smisi s pozivatelnym rozpustnym prostfedkem,

Ge¢innym mnozstvim vhodného antioxidadniho prostredku a u¢innym
mnozstvim vhodného dispergaéniho prostredku. Tyto potravinové
dopliiky jsou urdéeny ke sniZeni absorpce cholesterolu z
potravin a ndpoju obsahujicich cholesterol, naprfiklad z masa,
vajec a mléénych vyrobka. BohuZel v tomto patentu nejsou

uvedeny ani udaje tykajici se pripadnych klinickych




vysledkt ani ddaje tykajici se absorpce sterola prijimanych v

potrave.

Eugster a sp. (1) uvAdé&ji pouziti malych mnoZstvi
sterola, jejich esterd s mastnymi kyselinami a glykosidy p#i
lécbs tumort. Zpisoby pripravy navrZzené Dugsterem a Sp.,
zahrnuji pouZzit{ nebezpecénych chemickych prostredka jako isou
N,N'-karbonyldiimidazol, thionylchlorid, a rozpouitadla jako
jsou tetrahydrofuran, benzen, chloroform nebo
dimethylformamid. Eugster a sp. upozorfuji na mozné pouZiti
téchto substanci jako dietetik a jako potravinovych doplnkt,
ale neuvadéji 7Z4dné Udaje tykajici sc hypocholesterolemického
uc¢inku a ani neuvadéji 2adné patentové naroky zahrnujici toto
pouziti. Z vynadlezu Bugstera a sp., je teézké udélat si jasny
nadzor, jak se predisti konedny érodukt na dostateéné cisty
ester sterolu v mnoZstvich dostateénych pro pouziti ve formeé
potraviného dopliku. Jediné uvadéné cistici postupy jsou
chromatografie na tenké vrstvé a vysokoudinna kapalinova
chromatografie. Tato skuteénost omezuje zpusob uvedeny v

patentu Eugstera a sp., pouze na omezenid mald mnoZstvi.

V US patentu 3,751,569 (4) je uveden pridavek estern
rostlinného sterolu do oleje pro kuchynské tcely s cilem
sniZzit hladinu cholesterolu v séru u lidi. V uvedeném
patentovém spise je navrien pro esterifikaci volnych sterola
zpisob, ktery v Zadném pripadé nespliiuje pozadavky na pfipravu
potravinarského produktu. Zptisobem podle uvedeného patentového
spisu se esterifikace provede s volnym sterolem a anhydridemn
mastné kyseliny s kyselinou chloristou plsobici jako
kataiyzator. Tento katalyzAtor a pouZité reagujici &inidlo
nelze pfi vyrohé potravin akceptovat. Kromé toho se uvedeny
patentovy spis tykad pouze estert prirozend se vyskytujicich

sterold s mastnymi kyselinami. Zpasoh navrzeny v némeckém




patentu DE 22 48 921 (5) pro provedeni esterifikace sterolu
pritomnych v olejich a tucich pomoci interesterifikace spliuje
kritéria pro potravinatské zptsoby. Podle tohoto patentu se
volny sterol a prfebytek esterd mastnych kyselin pridaji ke
smési oleje nebo tuku nadez se provede interesterifikace
vesdkerdé smési na hazi tuka obvyklymi zpGsoby. Ve vysledné
smési tuka jsou pak prakticky vegkeré volné steroly prevedeny
na estery s mastnymi kyselinami. Udelem tohoto zplisobu je
chranit volné steroly v rostlinnych a Zivodiinych olejich

proti moZnym zm&nam béhem jejich zpracovani.

V ¢asnych studiich bylo zjigténo, Ze kampesterol, jeden z
hlavnich rostlinnych sterold se absorbuje pomérné G&inng.
Proto bylo doporucdeno, aby se pouZivala pouze smés rostlinnych
steroltt s minimalnim obsahem kambesterolu. To vedlo v praxi k
pouzZiti sterolovych smési, jako jsou steroly z talového oleje

s vysokym obsahem sitosterolu.

Vétsina praci tykajici se stanola zahrnuje pouze
sitostanol. Ve studii provedené Heinemannem a sp. (20), bylo
zjisténo, Ze kampestanol, nasycenia forma kampesterolu se
absorbuje snadnéji ne? kampesterol nebo sitosterol (12,5 %,
9,6 %, a 4,2 % v prisluiném poradi), co? vedlo ke “konsensun
Ze smési nasycenych sterolt se "zvysenymi" hladinami
kampestanolu nejsou bezpedné diky absorpci kampestanolu. Jasny
dikaz tohoto tvrzeni je v tom, 7e viechny klinické studie
zabyvajici se pouzitim stanolw (sitostanol) byly provedeny na
zakladé smési sterold s vysokou hladinou sitostanoly a S

nizkou hladinou kampestanolu.

7 mnoha studii vyplynula skuteénost {(napt. 8, 17, 18, 19,

23, 36), Ze sitostanol, nasycena forma sitosterolu je vice

i<

X

Geinny nez odpovidajici nenasyceny sitosterol pri snizovani




hladiny krevniho cholesterolu. Dale, nasycené steroly se
absorbuji ve velmi omezengch mnoZstvich, coZ &ini pouziti{
nasycenych sterold bezpednym prostredkem snizovani
cholesterolu 2z hlediska obyvatelstva. Z nenasycenych sterola
se zejména kampesterol se absorbuje v mno?stvich dostatedne
vysokgch k tomu, aby to vyvolalo dirazni upozornéni proti
pouzivan{ smési sterold se zvyZenymi hladinami kampesterolu

(napriklad smési sterold na bazi rostlinnych oleja) (25, 26).

Z vy3e uvedenych studii vyplynul darazny predsudek proti
pouziti kampestanolu ve vyznamnéjiich mnoZstvich pri jeho
pouziti ve formé slozky pridavané k potravinam, co? vyrazné
omezilo spektrum surovin obsahujicich fytosterol na suroviny
obsahujici pomé&rné nizké mnozstvi kampesterolu a jeho nasycené

sloZ?ky, kampestanolu.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyk4d kompozice rostlinngch stanold obsahujici
jako hlavni slozku sitostanol, ale rovnéz obsahujici vyznamna
mnozstvi kampestanolu, bud ve volné formé nebo v
esterifikované formé& jako estery nasycenych mastnych kyselin,
kterd je urdenad pro sniZovani hladiny cholesterolu v krevnim

séru.

Vynadlez se dédle tyka pouZiti kompozice rostlinnych
stanold obsahujici jako hlavni slo?ku sitostanol, ale také
obsahujici vyznamnid mnoZstvi kampestanolu, nebo jejich estert
s mastnymi kyselinami, v potravinarskych produktech ve formé
dietetické slozky sniZujici hladiny cholesterolu v krevnim
séru.

Cilem vynadlezu je rozgirit spektrum surovin rostlinného
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pavodu vhodnych pro pripravu sloZek pro pouZiti v
potravinarskych produktech, zejména v olejich a tucich pro
potravindfské pouziti a v potravinach obsahujicich tuky, které
jsou urceny pro rizeni hladin cholesterolu v krevnim séru.
Vyndlez umoZniuje pro tento udel pouZiti surovin, zahrnujicich
rostlinné oleje a tuky, které obsahuji kromd sitosterolu také

vyznamnid mnozZstvi kampesterolu.

Vhodné suroviny pro pouZiti pri pripravs kompozic
podle vyndlezu jsou napriklad kukufice, sojové boby a semeno
fepky, ale lze pouzit také dalif rostliny obsahujici vysoky

podil kampesterolu ve fytosterolech.

Tuto novou kompozici podle vyndlezu a zejména jeji
esterifikovanou formu lze vélenit do potravin jako jsou jedlé
oleje, margariny, maslo, majonézy, prisady do salata, tuky do
pec¢iva, syry (zahrnujicich nezrajici i zrajici) a dalsi

potraviny obsahujici tuky.

Kompozici podle vynalezu lze také pozivat jako takovou.
Podrobny popis vynalezu

Podle predloZeného vynalezu kompozice rostlinych stanoln
obsahuje kromé své hlavni slozky, sitostanolu, také vyznamna
mnozstvi, nejméné 10 % kampestanolu.

Kompozice vyhodné obsahuje od 20 % do 40 % a nejvyhodnéji
od 25 % do 35 % , napriklad 30 % kampestanolu nebo jeho esteru
s mastnou kyselinou, pricem? esterifikovana kompozice se stane

lipofilni.

V tomto popise jsou viechny procentualni udaje pokud nenf
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uvedeno jinak, uvedeny v procentech hmotnostnich. V tomto

bopise &isla v zavorkach odpovidaji publikacim, jejich? seznam
PO1

je pripojen dale.

Ze ziskanych udaja prekvapivé a proti previadajici
zaujatosti vyplynulo, Ze hydrogenovan&stwnolové smés obsahuji-
ci sitostanol jako hlavni slozku,ale s vyznamnymi mnoZstvimi
kampestanolw je nejméné tak Uéinnad jako stanolova smés
obsahujici nad 90 % sitostanolu a niz2si podily kampestanolu, z
geho? vyplyva, Ze kampestanol je prfinejmensim stejné adinny
pri sniZovani absorpce cholesterolu jako sitostanol. Navic z
tdaju ziskanych analyzou sterolt 2z krevniho séra bylo jasné
prokazano, 7e kampestanol se prakticky neabsorbuje a jeho
obsah v krevnim séru je asi o 40 % menii neZ? obsah
sitostanolu. Stanolovou smés obsahujici sitostanol jako hlavni
sloZku, ale s vyznamnymi mnoZstvimi kampestanolu, je tedy nutné
pokladat prinejmensim za stejné bhezpeénou jako obvyklou
stanolovou smés na bazi talového oleje. Tyto Gdaje jsou v
prikrém rozporu s béZné prijimanym nazorem tykajicim se
ac¢innosti a neskodnosti stanolovych smési se zvyienymi obsahy

kampestanolu (viz 20, 27, 34).

US patent ¢.5,502,045 (2) uvadi, Ze estery sitostanolu s
mastnymi kyselinami jsou prfi sniZovani hladiny krevniho
cholesterolu G¢innéj3i neZ volny sitostanol. V pozdéjsich
studiich byl jasné potvrzen cholesterol sniZujici G&inek
margarinu obsahujiciho v tucich rozpustné estery sitostanolu s

mastnymi kyselinami (napt.31).

Pouziti estert stanolu s mastnymi kyselinami misto
volnych stanold je rozhodujici pro jejich §iroké pouziti v
riznych tuky obsahujicich potravinarskych produktech, protoZe

pouze estery stanolu s mastnymi kyselinami jsou rozpustné v
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jedlych olejich a tucich v mnoZstvich dostatecns vysokych pro
dosaZeni hladin uginnych pro sniZovani absorpce jak
cholesterolu z potravy tak biliarniho cholesterolu z

traviciho systému.

Rozpustnost esterd stanolu v jedlvch olejich a tucich je
az 35-40%, zatimco rozpustnost volnych sterola v jedlych
olejich a tucich je omezena na pouze 2 % pri teplots 21 0C
(24). Vy33i mnoZzstvi by mohlo byt vélenéno pouzitim riznych
povrchové aktivnich prostrfedko, solubilizaénich nebo
dispergaénich prostredkt, ale ani pouziti t&chto prostredks
nezajistuje rozpustnost v tucich. Navic, volné steroly v davce
I % ovlivauji fyzikalni vlastnosti tuku nebo oleje, coz
vyvolava zmény ve strukturfe a ve fyzikalnim chovani produktu.
To se nestava v pripadé pouziti estera stanolu s mastnymi
kyselinami, protoze fyzikalni vliastnosti tukové smési lze

snadno modifikovat zmé&nou sloZeni mastnych kyselin smési.

Je zfejmé, Ze estery stanolu s mastnymi kyselinami 1lze
snadno vélenit do dal$ich potravin ne? jsou margariny a
pomazanky jako uvadi tento vynalez. US patent &.5,502,045 (2)
poskytuje dalsi priklady moZného vyuziti. Pro pracovniky v
oboru vsak bude zfejmé, %e estery stanolu s mastnymi
kyselinami lze prfidavat k rozmanitym potravinam, zejména k

potravinam obsahujicim tuky.

Bylo jiZz navrZeno mnoho zpasobd pripravy estert sterolt s
mastnymi kyselinami. Nevyhodou téchto zpasobu je, e ve
vétsiné z nich se pouZivaji &inidla, ktera nelze pti vyrobé
produktd, ur¢enych jako makronutriéni slozky potravin,
akceptovat. Obvyklé je pouziti toxickych prostredka jako je

thionylchlorid nebo mastné kyseliny ve formé svych anhydrida.
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Vyhodny zplsob pfipravy estert sterola s mastnymi
kyselinami je popsan v US patentu &.5,502,045 (2, ktery je
vélenén do tohoto textu odkazem). Tento zptsob, ktery je
zaloZen na interesterifikaci, je Ziroce pouzivan v pramyslu
vyroby jedlych olejt a tuka. Tento esterifikacdni zpasob se
vyhodné 1131 od prfedchazejicich zpGsobll v tom, %e se v ném
nepouZivaji jiné slozky neZ volny stanol, ester mastné
kyseliny nebo smés esterd mastnych kyselin a
interesterifikac¢ni katalyzator jako ethylat sodny. Jednim
dilezitym rysem tohoto zpasobu je, ge jedna z reagujicich
sloZzek, ester mastné kyseliny, se pouZije v prebytku a plUsobi
jako rozpoudtsdlo, pridem? rozpoudti stanol za pouzitych
podminek (vakuum,., S-15 mm Hg). Reakci se ziskad smés estern
mastnych kyselin a estera stanolu s mastnymi kyselinami.
Estery stanolu s mastnymi kyselinami lze snadno zahustit na
témér ¢isté estery stanolu s mastnymi kyselinami destilaci ve
vakuu, pri které se odstrani prebytek esterd mastnych kyselin.
Alternativné lze smés pridat jako takovou do konedné tukové

smési pred provedenim dezodorace.

Stanoly se prirozené nachazejf napfiklad v pSenici, Zits,
kukurici a "tritricale" a mohou se proto vyskytovat v malych
mnoZzstvich (11, 14) v denni potravé. Stanoly lze snadno
pripravit hydrogenaci smési sterolu prirozeného piavodu.
Pocatkem roku 1996 byly v dostatedné cistots pro pouZiti v
uvedenych potravinach dostupné pouze smési sterolda z talového
oleje (obsah steroltt > 98 %). Rostlinné steroly s vyznamnymi
podily kampesterolu jako jsou smési sterolli na bazi
rostlinného oleje, lze ziskat jako vedlej3i produkt vyroby
tokoferolu z destilata rostlinného oleje. Ziskané rostlinné
steroly lze prevést na stanoly jiz znamymi zpasoby hydrogenace
jako jsou zptsoby zaloZené na pouZit{ PD/C katalyzatoru v

organickych rozpoustédlech (prace 7, ktera je vélenéna do
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tohoto textu odkazem). Pracovnikovi v oboru hude zfejmé, Ze

k provedeni hydrogenace lze pouzit razné Pd katalyzatory a
rozpoudtedla a Ze pri provedeni za optimalnich podminek
zistane pouze malé mnoZsti nenasycenych sterold nekonvertovano
a tvorba typickych dehydroxylovanych vedlejgich produktda,
stanovych a stenovych sloudenin zastane na nizké Grovni

(< 1,58 %).

V predloZzeném vynadlezu je provedeno srovnani
hypocholesterolemického Gdinku stanolové smési obsahujici
vysoky podil sitostanolu, ktery je obecnd experty v tomto
oboru pokladin za nejbezpeéndjdi a nejudinneéjsi rostlinny
sterol pri sniZovani absorpce cholesterolu a tim hladin
cholesterolu v séru, se stanolovou smési obsahujici vyznamny
podil kampestanolu. V tomto popfsu isou poprvé uvedeny
hypocholesterolemické Geinky stanol® na bazi rostlinnych oleju
u lidi. V tomto vyndlezu bylo poprvé zjisténo, %e smés stanola
s vyznamnym podilem Kampestanolu (nad 10 % a vyhodné asi 30 %)
je princjmensim stejné U&inna jako smési stanold s vysokymi
podily sitostanolu. Dale, navic, stIedky predloZzené studie
jasné ukazuji na to, %e kampestanol na rozdil od udaja

uvadénych Heinemannem a sp. (20), se prakticky neabsorbuje.
Klinické studie

K hodnoceni hypocholesterolemickych téinka
stanolesterového margarinu na bazi rostlinnych oleja a
stanolesterového margarinu na bazi talového oleje byla
navrZzena S—tydenni dvojita slepa zkrizena studie s 2—tydennim
vymyvacim ohdobim. Zkusebni usporadani této studie bylao

nasledujici:

Zkusebni usporadani intervenéni studie
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Cisla 1-6 oznacuji odebrané vzorky krve a to pti domaci

stravée (1,2), po prvnim intervenénim obdobi (3,4) a po druhém

intervenénim obdobi (5,6). VS = stanolesterovy margarin na
bazi rostlinného oleje, TS = stanolesterovy margarin na bazi

talového oleje.

Skupina t (n=12)

1-—2 3—4 , 56
VS \\ ,’ VS
N/
\N/
. (9 7\
Skupina 2 (n=12) // N
/ \
’ )
12 3. A 56
TS A TS
> > > >
Domaci strava Intervenéni Vymyvaci Intervenéni
' obdobi obdobi obdobi
S tydnu 2 tydny S tydnt

Dvacetétyri dobrovolnika, zdravych, volnég ?ijicich %en s
mirné zvysenou hladinou cholesterolu (pramérnd 6,12+0,16
mmol/1l) poZivalo v nahodném vybéru asi 25 g dennd (tuba obsahu
250 g/10 dni) jako soucast denni vgzivy. Byly stanoveny
hodnoty obsahu lipidd v séru (celkovy cholesterol,
LDL-cholesterol, HDL-cholesterol a triglyceridy) a obsahy
sterolt v séru pri domaci strave a na konci ka?dého zkugebniho
obdobi. Vzorky krve byly odebirany dvojnasobné, jeden tyden po
domdci stravé, a na konci kazdého zkuzebniho obdobi S

margarinem. Ziskané hodnoty tvkajici se obsahu lipida v séru




jsou uvedeny ni%e v tabulce 1.

Tabulka 1
Koncentrace lipidd v séru (mmol/1, primér*SE) pri doméci
stravé a po péti-tydennim oZetrfovani stanolesterovym
margarinem na bazi rostlinného oleje (VS) a stanolesterovym

margarinem na bazi talového oleje (TS), (n=24).

domaci{ strava VS TS
celkovy cholesterol 6,12+0,16 5,77+0,18% 5,95+£0,23
ILDL-cholesterol 4,03+0,15 3,60+£0,17* 3,76x0,19*
HDL-cholesterol 1,54+0,09 1,62£0,09* 1,63+x0,10*%
triglyceridy 1,22+0,13 1,200, 11 1,26%0,15

%

p<0,05 nebo méns

Oba margarinové testy vyvolaly priznivé zmény v obsahu
lipidd v séru. SniZeni hodnot LDL-cholesterolu a Zzvyseni
hodnot HDL-cholesterolu bylo statisticky vyznamné (p<0,05 nebo
méné). Dale, aplikace esterd sterolu na bazi rostlinného oleje
méla za nadsledek statisticky vyznamné sniZeni celkového cho-
lesterolu. Pri aplikaci stanolesterového margarinu na bhazi
rostlinnych olejd bylo ziskané sniZeni celkového cholesterolu
a LDL-cholesterolu vy$si ne? pri aplikaci stanolesterového
margarinu na bazi talového oleje. Nebyly zjisdtény 2a4dné zmény
v hladinach triglyceridd. Ze ziskanych vysledkn sérovych
lipida vyplyva, Ze stanolesterovy margarin na bazi rostlinného
oleje obsahujici vyznamné mno?stvi kampestanolu ve stanolové
frakci muZe byt jeitée G&innsjsi nez stanolesterovy margarin na
bazi talového oleje. V dfivéjsich studich (14, 15, 31) bylo
zjisténo, Z2e stanolesterovy margarin na bazi talového oleje

ma vyznamné hypocholesteromické Ge&inky. Na zaklads vysledka
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této zkrizené studie lze tedy vyvodit zavér, Ze stanoly na
bazi rostlinnych olejd vykazuji prinejmengim stejné
hypocholesterolemické Gc¢inky jako stanoly na bazi talového

oleje.

Kvantitativni stanoveni koncentraci sterolu v séru bylo
provedeno metodou plynové chromatografie podle publikovaného
zpiasobu (29, kde tato prace je vélenéna do textu odkazem) .
Byly vypoéteny pramdrné hodnoty dvou méfeni obsahu lipida v
séru ze vzork( krve odebranych v daném casovém ohbdobi. Udaje
tykajici se strednich koncentraci rostlinného sterolu pri
domdci stravé a po kazdém testovacim ohdobi a pramérné zmeény
téchto koncentraci jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3 uvedenych

P

nize.

Tabulka 2
Koncentrace rostlinnych sterold v séru (prumér*SE, pg/dl) pri
domdci stravé a po kazdém obdobi ojetreni (n=24). VS =
stanolesterovy margarin na bazi rostlinného oleje, TS =

stanolesterovy margarin na bazi talového oleje.

domaci strava A TS
kampestanol 4742 58+3 47+3
sitostanol 94+3 92+5 965
kampesterol 472437 3374258 350%28
sitosterol 277+17 198412 227415

p<0,05 nebo méns
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Tabulka 3

Priamérné zmény (xSE) koncentraci rostlinnych sterold v séru

(pe/dl), (n=24). VS = stanolesterovy margarin na bazi
rostlinného oleje, TS = stanolesterovy margarin na bhazi

talového oleje.

A (VS - HD) A(TS - HD) A (VS - TS)
kampestanol [ 0£2 11£2%
sitostanol 243 244 ~4%4
kampesterol ~134+19* -122+21* -12%+13
sitosterol ~80+11* -5t¥12* ~29+8*

* p<0,05 nebo ménsg

V obou margarinovych testech se vyznamné projevilo
sniZeni hladin sérového kampesterolu a sérového sitosterolu.
Je znamé, Ze koncentrace kampesterolu v séru odrazi u 1idi
absorpci cholesterolu ve strevé (29, 39). Cim niz&fi je tedy
hodnota kampesterolu, tim méné& je absorbovano stfevniho

cholesterolu.

Zaznamenané sniZeni hladin sérového kampesterolu (25-28
%) v prubéhu studie indikuje, Ze oha stanolesterové margariny
margariny snizuji absorpci cholesterolu ve strevé. Dale
nebyly patrné 24dné diference v koncentracich sitostanolu
v séru, zatimco stredni koncentrace kampestanolu po obdobi
aplikace stanolesteru z rostlinného oleje bylo vyznamné vy3ssi
neZ po po obdobi domaci stravy a po obdobi aplikace
stanolesteru z talového oleje. Nicméné absolutni koncentrace
kampestanolu &inila pouze asi 63 % koncentrace sitostanolu,
ktery je obecné pokladan za prakticky neabsorbovatelny. Tato
nizkd koncentrace kampestanolu v séru jasné indikuje, 7e

kampestanol se absorbuje velmi omezend, co? je v rozporu s
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vysledky uvadénymi Heinemannem a sp. (20). ProtoZe smdsi
stanold obsahujici vysoké podily sitostanolu se pro

prijimani lidmi pokladaji za negkodné, smési stanold
obsahujici vyznamnd mnoZstvi kampestanolu je nutné pokladat na
zdkladé skutecnosti, Ze kampestanol je podobné jako sitostanol

prakticky neabsorbovatelny, za stejné neskodné.
Podrobnéji je priprava stanolesterové kompozice podle
vyndlezu a margarind pouzitych ve vyse uvedenych klinickyeh

studiich uvedena v nasledujicich pracovnich prikladech.

Priklady provedeni vvnalezu

Priklad 1

Hydrogenace smési sterolu

Obchodné dostupna smés sterolt ziskana z destilatu 2
rostlinného oleje (sloZeni: brassikasterol 2,7 %, kampesterol
26,7 %, stigmasterol 18,4 %, sitosterol 49,1 %, a sitostanol
2,9 %) se hydrogenuje v poloprovoznim reaktoru (25 1). Do
reaktoru se zavede 26 g vldknitého Pd katalyzatoru (Smop=-20;
obsah Pd 10 % hmotn., Smoptech, Turku, Finsko), 26 g
destilované vody pro aktivaci katalyzatoru a 11,7 ke
propanolu. Reaktor se proplachne dusikem a provede se 30
minutovd aktivace katalyzatoru plynnym vodikem pri tlaku 1
baru a pri teploté 65 O0C. Po aktivaci se smés ochladi na 40 oC

s}

a potom se prida 1,3 kg smési sterola.

Smés sterola v propanolu se zahfeje v atmosfére dusiku na
65 0C, nacde? se dusik zaméni za vodik. Po duokladném
proplachnuti vodikem se provede hydrogenadéni reakce pri tlaku
vodiku 1 baru. Obvykla doba konverze je asi 120 minut.

Konverzi lze snadno sledoval odebiranim vzorka, které se
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analyzuji HPLC.

Pak se tlak vodiku pferuii a reaktor se promyje dusikem.
Vliaknity katalyzator sc odfiltruje pomoci tlaku dusiku.
Stanolova smés v propanolu se necha pres noc pri 10 0C
vykrystalizovat, naceZ se krystaly stanolu odfiltruji za vakua
a kolac¢ se promyje pomoci 0,5 kg chladného propanolu. Ziskana
smés stanold se vysudi pri 60 °C ve vakuovém boxu. Vytéezek je
75 % a sloZeni ziskané stanolové smési pomoci kapilarni GC
chromatografie bylo nasledujici: kampesterol 0,2 %
kampestanol 28,9 %, stigmasterol 0,1 %, sitosterol 0,2 %,
sitostanol 70,1 %. Je trfeba poznamenat, #%e brassikasterol se
hydrogenuje na 24-B-methyl-cholestanol, coZ je epimer
kampestanolu, ktery je viak pri obvyklém kapilarnim plynovs
chromatografickém stanoveni, které neumoZiuje separaci na
zakladé chirality, zahrnut v piku kampestanolu a je obvykle i
kalkulovan jako kampestanol. Po&itano na puivodni smés sterold
by obsah 24-f-methyl-cholestanu mél byt 2,7 %.

Priklad 2

IPfiprava esterd stanolu s mastnymi kyselinami

Smés esterd stanolt s s mastnymi kyselinami sc pripravi v
poloprovozninm méritku. 6 kg stanola ziskanych spojenim
nékolika Sarzi{ ziskanych hydrogenadnim zplsobem podle pikladu
I'bylo vysudcno pres noc pri 60 0C a esterifikovano g
methylesterovou smési 2 fepkového oleje o nizkém obsahu
kyseliny erukové. Sterolové sloZeni pouzité stanolové smési
bylo nasledujici: kampesterol 0,4 %, kampestanol (+24-~B-
-methyl-cholestanol) 29,7 %, stigmasterol 0,1 %, sitosternol
0,4 %, a sitostanol 68,0 %. Obsah stanolu ve smési byl 98,2 %.

Esterifikace byla provedena nasledujicim zpisoben.
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Smés stanolt a methylesterd mastnych kyselin z repkového
oleje o nizkém obsahu kyseliny erukové se zahfiva v nadobs
reaktoru pri 90-120 0C ve vakuu 5-15 mm Hg. Po | hodinovém
suSeni se pridd 21 g Na-ethylatu a reakce se necha probihat
asi 2 hodiny. Pak se katalyzator rozloyi ptidavkem 30 % vody
(hmotnostnich) pri 90 OC. Po rozdéleni fazi se vodna faze
odstrani a druhd f4ze se promyje. Po oddéleni vodné fadze se
olejova faze susi pri 95 OC ve vakuu za michani 200 ot/min.
Pak se smés stanold s mastnymi kyselinami mirné béli 20 minut
pri 30 mm Hg a teplotée 110 °C s | % bslici hlinky (Tonsil
Optimum FF, Sidchemie, Némecko) za pasobeni michani 200 ot/
min. Potom se b&lici hlinka odfiltruje a ziskana smés methyl-
estertt mastnych kyselin a estert stanolu s mastnymi kyselinami
se miZe pridat jako takova ke smésim obsahujicim tuky pfed
deodoraci nebo se prebytek methylestert miZe oddestilovat ve
vakuu. Smés lze tedy deodorovat na smés esterd stanolu S
mastnymi kyselinami kterd je bez chuti, a lze ji pridavat jako

o -

takovou prfi rGznych zptsobech vyroby potravin.

Konverze tohoto esterifikadniho zpisobu je obvykle > 99 %
stanovenych rychlou metodou HPLC a vyté&zek se pohybuje okolo
95 %. '

riklad 3

P
Priprava margarind pro klinické studie

V poloprovoznim zarfizeni Gerstenberg & Agger 3 x 57 byly
ptipraveny 80% margariny obsahujici estery stanolt na bazi
talového oleje s mastnymi kyselinami a estery stanola na bazi
rostlinného oleje s mastnymi kyselinami. Estery stanola na
bédzi talového oleje s mastnymi kyselinami byly ziskany z bézné
vyroby BenecolR margarinu, Raision Margariini, Finsko. Bylo

pouzZito obvyklé tukové smési prosté trans-nasycenych mastnych
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kyselin (sloZeni: 30 % nehydrogenovaného interesterifikovaného
rostlinného tuku a 70 % tekutého LEAR oleje) ke které byly
pridavany smési stanold s mastnymi kyselinami. Postup byl
proveden tak, aby obsah stanold v koneé&ném produktu byl

12 ¢/100 g produktu, co? umo?nilo denni prijem 3 g stanola v
pouzité davece 25 g/den. Produkty byly pfipraveny s

nasledujicim sloZenim:

—tukova smés obsahujici estery stanolu

s mastnymi kyselinami 80 %
~-voda 19 %
-sul 0,5 %

~emulgator, Dimodan BP

~hydrogenuhli¢itan sodny a kyselina citronova
jako prostredky pro tupravu pH

~B-karoten jako barvivo

-prostredky pro ovlivnéni chuti a vaneé

Ziskané margariny bhyly rozplnény do 250 g polypropenovﬁch
tub, které byly utésnény hlinikovou fé6lii. Chuf a struktura

téchto produktd byly stejné jako u proddvanych margarint.

Obsah stanold na bazi talového oleje v margarinu byl 12,7
g&/100 g produktu a obsah stanolt na bazi rostlinného oleje v
margarinu byl 12,6 g/100 g produktu. SloZeni sterola téchto

dvou produktd bylo nasledujici:




stanolovy margarin na

bazi talového oleje
brassikasterol 0,3 %
kampesterol 2,2 %
kampestanol 7,5 %
sitosterol 7,4 %
sitostanol 82,5 %
dalgi 0,1 %
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PATENTOVE NAROK Yonemese

1. Kompozice rostlinnych stanold ur¢end k pouziti Jjako
prostfedek pro sniZeni hladiny cholesterolu v séru, obsahujici
sitostanol, vy znac¢ujicisetim,6 Ze dale obsahuje
nejméné 10 % kampestanolu, s tou vyhradou, Ze tato kompozice

[

neobsahuje 31 % kampestanolu a 69 % sitostanolu.

2. Kompozice podle ndroku 1, vy znac¢ujicise
do 40 %, vyhodné od 25 % do 35

o\e
oe

t i m, Ze obsahuje od 20

kampestanolu.

3. Kompozice podle ndroku 1 nebo 2, vy znacd¢u jici se
do 80 % sitostanolu.

o

t i m, Ze obsahuje od 50

4. Kompozice esterl rostlinnych stanold s mastnymi kyselinami
obsahujici ester sitostanolu s mastnou Xkyselinou urcena pro
pouziti jako prostredek pro snizovani hladiny cholesterolu
veéru, vy znacujici se tim, Z e tato kompozice
dale obsahuje nejméné 10 % esteru kampestanolu s mastnou

kyselinou.

5. Kompozice podle ndroku 4, vy znac¢dujici se
t i m , Ze obsahuje od 20 % do 40 % , vyhodné od 25 % do 35 %,

napriklad asi 30 % esteru kampestanolu s mastnou kyselinou.

6. Kompozice podle ndroku 4 nebo 5, vy znac¢ujici se

do 80 % esteru sitostanolu

oe

ti m , Ze obsahuje od 50

s mastnou kyselinou.

7. Pouziti kompozice podle kteréhokoli =z narokua 1 azZ 6 jako
takové nebo ve formé soucasti potravy, napriklad jako soucasti

potravin obsahujicich tuky, pro sniZeni hladin sérového cholesterolu.




8. Potravinarska substance obsahujici kompozici rostlinného
sterolu vy z2zn a¢ uj ic is et 1im , Ze obsahuje
sitostanol nebo jeho ester s mastnou kyselinou uU¢inny pri
sniZovani hladin sérového cholesterolu, a kde tato kompozice
dadle obsahuje vyznamnd mnozZstvi kampestanolu nebo jeho esteru
s mastnou s kyselinou tak, Ze hmotnostni pomér kampestanolu
nebo jeho esteru s mastnou kyselinou k sitostanolu nebo jeho
esteru s mastnou Kkyselinou je 1 : 9 aZ 4 : 6 s vyhradou, Ze
stanolova kompozice neobsahuje volné stanoly obsahujici 31 %

Q

kampestanolu a 69 % sitostanolu.

9. Potravinarska substance podle naroku 8,
vyznacdcdujici se tim,6 Ze uvedeny pomér je Vv

rozmezi od 2 : 8 do 3,5 : 6,5.

10. Pouziti fytosterolové smési, obsahujici kromé sitosterolu
vyznamné mnozstvi kampesterolu, jako suroviny pro pripravu
kompozice nebo potravindrské substance pro sniZovani hladiny

cholesterolu v séru podle kteréhokoli z nadroku 1 az 6, 8, 9.
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