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nejruznéjSich onemocnéni. Antioxidacni systém chrani organismus pied ucinky volnych
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posuzujici redoxni vlastnosti latek (ferric reducing antioxidant potential assay-FRAP,
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1 UVOD

Po celém svéte se dlouhou dobu védci intenzivné zabyvaji tématem volnych radikald,
antioxidantl a oxida¢niho stresu. V moderni spolecnosti stoupa pocet civiliza¢nich
onemocnéni, ktera souvisi s ptisobenim volnych radikala. Problematika vztahu volnych
radikali a onemocnéni, ktera mohou byt vyvoldna ¢i zhorSena jejich pisobenim, i moznosti
antioxidacni terapie se stale Castéji diskutuje v odborné, ale i popularni literatufe. John
Gutteridge a Barry Halliwell (1994), pfedni védci na poli volnych radikalt a antioxidantu,
vystihli aktualnost dané problematiky: ,,V dnesni dobé je obtizné otevrit popularné védecky
casopis ¢i odborné medicinske periodikum bez toho, aniz bychom si vsimli clanku o roli
volnych radikalii u onemocneni* (TIRZITIS, BARTOSZ, 2010).

Co jsou to kyslikové radikéaly? Proc¢ jsou antioxidanty dilezité? V ¢em spociva jejich
schopnost prospivat zdravi? S rostouci popularitou nutricnich doplika vice a vice lidi
vyhledava presné a aktualni informace o zivinach, které mohou zkvalitnit jejich zivot.
Zaroven vzrusta snaha chranit organismus pied volnymi radikaly. Nabizi se tedy rozhodnuti
pro antioxidacni terapii ¢i podporu zdravi praveé antioxidanty. Prvnim krokem by mélo byt
sledovani vlastniho stavu oxidac¢niho stresu, potazmo antioxidacni kapacity, jest¢ predtim, nez
se zafne s neuvdZzenym uzivdnim nutriénich doplik. Dulezitym opatfenim smysluplné
prevence zdravi je tedy bezpochyby hodnoceni antioxidacniho stavu organismu. Oxidacni
stres je jednim z dulezitych faktorti, které se podileji na patogenezi fady onemocnéni.
V soucasné¢ dob¢ je veénovana stdle vétSi pozornost moznostem jeho hodnoceni. Lze jej
laboratorné vcas prokazat riznymi metodami. Oxidacni stres mliZze byt zpiisoben oslabenim
antioxidac¢ni ochrany organismu. A naopak, dlouho trvajici a intenzivni oxidacni zatizeni
muze vycerpat nebo oslabit antioxidac¢ni systém. Proto je méfeni jednotlivych slozek a
testovani kapacity systému velmi vyznamné.

V poslednich letech se téZ velky zajem soustfeduje na otdzku antioxida¢nich
vlastnosti riiznych latek jak v fadach laické vefejnosti, tak 1 potravinaiskych odborniki, coz
ma za nasledek vytvofeni spolehlivych metod pro stanoveni jak obsahu téchto latek (in vitro),
tak 1 u¢inkt v organismu (in vivo), které jejich ptitomnost v potravinach navozuje. V oblasti
chemické analyzy a biologického hodnoceni potravin byly v poslednim desetileti
vypracovany pocetné metody, které umoziiuji stanovit tzv. celkovou antioxidacni aktivitu

vzorku. Jsou principialné zna¢né navzajem odlisné a postupné se vyvijeji jejich modifikace.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Teorie volného radikalu

Dulezitym meznikem je vytvofeni teorie volnych radikald, kterou v Sedesatych letech
piedlozil doktor Harman. Teorie volného radikalu, posuzujici ptisobeni fenoménu starnuti, je
znama od roku 1956 a je zaloZena na pfedpokladu, ze jeden jednoduchy proces, modifikovany
genetickymi faktory a faktory zevniho prostfedi, je zodpovédny za stdrnuti a smrt. Teorie
tvrdi, Ze starnuti je vyvolano volnymi radikdly (napt. reakcemi, které jsou zahrnuty do
procesu starnuti a souviseji s zivotnim prostiedim, nemocemi a vnitinimi procesy starnuti).
Oxidacni stres a poskozeni volnymi radikaly poskozuji bunécné tkan¢, zvlasté bilkoviny,
DNA a tuky, a to je soucast starnuti a riznych chronickych onemocnéni (MANDELKER,
2009). Zvice nez 300 teorii multifaktorialniho procesu starnuti patii tato teorie
k nejdilezit&jsim (HOLECEK, 2006).

Do této doby se mélo za to, Ze volné radikaly existuji vné téla. Z védct byli s volnymi
radikdly obezndmeni jen organi¢ti chemici, ktefi vyuzivali produkce volnych radikalt
k syntéze novych slouc¢enin nebo ke komer¢ni vyrobé slozitych chemikalii.

Harman velmi dobfe znal volné radikaly i lidské té¢lo. Pracoval jako védec
s praktickymi zkuSenostmi v radiaéni chemii a pusobil také jako 1ékaf. Tato jedine¢na
kombinace mu umoznila pochopit, ze volné radikdly existuji v t€le a mohou mu pisobit Skody

(PASSWATER, 2002).

2.2 Pojem volného radikalu

Volné radikaly jsou latky (atomy, molekuly, ionty) schopné samostatné existence,
které maji ve svém elektronovém obalu neparovy elektron, event. vice neparovych elektronti.
Vznikaji z normalni ¢astice ztratou ¢i piijjetim elektronu (RACEK, 2003). Nékdy je pii
chemické reakci jeden elektron odtrZzen od matetské molekuly a stane se volnym radikalem.
Je to tedy neparovy elektron. Volné radikély jsou velmi nestalé a reaktivni, vyhledavaji dalsi
elektron, aby vytvofily par. Volné radikaly zptsobuji skodu tim, Ze ,,vytrhdvaji* elektrony
z normalnich télesnych bunék (PASSWATER, 2002). Elektrony zaujimaji v atomech a
molekulach definované prostory, tj. energetické hladiny, slupky zvané orbitaly. Kazdy orbital

muze obsahovat maximalné dva elektrony a ty musi mit opacny spin (feknéme smér rotace).
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Pokud atom nebo molekula obsahuje alespon jeden orbital s jedinym neparovym elektronem,
Eastice se nazyva volny radikal (STIPEK, 2000).

VétsSina volnych radikalt v téle jsou derivaty kysliku, nazyvané reaktivni formy
kysliku (ROS — reactive oxygen species), a derivaty dusiku, nazyvané reaktivni slouceniny
dusiku (RNS — reactive nitrogen species). Za normalnich okolnosti naSe téla tyto reaktivni
molekuly stale produkuji ve velice reaktivnich formach odvozenych od kysliku a dusiku.
Protoze obsahuji jeden nebo vice neparovych elektrond a jsou schopné nezavislé existence,
nazyvaji se volné radikaly (MANDELKER, 2009).

Volné dusikaté radikaly byly na nasi zemi jiz v dobé¢, kdy zde jesté neexistoval zivot.
Se vznikem Zivota Se pak objevily volné kyslikové radikaly. Neni tedy divu, Ze volné radikaly
zasahuji do mnoha zivotnich funkci i do vzniku mnoha nemoci. Na druhé strané se
organismus naudil je i vyuzivat ke svému prospéchu (HOLECEK, 2011, on-line).

V poslednich letech bylo ziskano mnoho dokladl o tom, Ze v organismu bézné vznika
fada ROS a RNS, a Ze tyto latky maji znacny fyziologicky i patogeneticky vyznam. Staly se
proto piedmétem intenzivniho 1ékatrského vyzkumu a védomosti o nich se postupné uplatituji
Vv Iékaiské praxi. Jde o latky, které pohotové reaguji s riznymi biologickymi strukturami —
mastnymi  kyselinami a lipidy, aminokyselinami a proteiny, mononukleotidy a
polynukleotidy, i s fadou nizkomolekularnich metabolitti, koenzymt a jinych soucasti zivé
hmoty. Diky tomu se staly vyznamnymi prostfedniky pienosu energie a faktory imunitni
ochrany. Za ur¢itych okolnosti plisobi jako toxické latky a jako dezinformacni agenti, schopni
organismus poskodit a dokonce ho i usmrtit (STIPEK aj., 2000).

Radikélové poskozeni ma cCasto podobu fetézové reakce, nebot volny radikdl se
typicky stabilizuje vytrZzenim elektronu z jiné struktury, ¢imZ ji pfeméni na jiny radikal a
proces pokracuje. VSechny typy biomolekul mohou byt, a realné také béhem lidského zivota
jsou, poskozovany oxidaci. Retézova oxidace polynenasycenych mastnych kyselin v lipidech
je znama nejvice, ale oxidace proteinii a DNA (vedouci k mutaci a kancerogenezi) mtze byt
in vivo dilezit&jsi (PLATENIK, 2009 ).

Reakce probihaji zna¢né rychle, napt. volny hydroxylovy radikal (OH" — tecka znaci
volny elektron) ma poloc¢as svého trvani jen 10 s, radikal superoxid (O;7) 10 s. Retdzova
reakce trva tak dlouho, dokud se volny radikal nesetkd s tzv. antioxidantem, ktery reakci
vyrazn€ zpomali, az zastavi, nebo s jinym volnym radikalem, s nimz pak vytvofii elektronovy

par (HOLECEK, 2011, on-line).
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Mezi reaktivni formy kysliku se fadi naptiklad superoxid (O,°-) vznikajici pfijetim
jednoho elektronu molekuly kysliku: O, + e- ® O,°- . Pokud superoxid ptijme dalsi elektron,
dojde k redukci na peroxid vodiku: O,°- + e- + 2H+ ® H202. Vznikly peroxid vodiku se
miize vlivem dal3iho elektronu rozpadnout na vodu a hydroxylovy radikal (HO®) a ten opét
reaguje s jednim elektronem za vzniku hydroxidového anionu (OH-). Tato ¢tyfelektronova
redukce molekulového kysliku na dvé molekuly vody je nezbytnou reakci pro aerobni zptisob
zivota a probiha v dychacim fetézci mitochondrii v aktivnim centru enzymu
cytochromoxidazy. Vznikly hydroxylovy radikal neni ve vazbé s enzymem Skodlivy. Za jiné
situace, v tzv. Fentonové¢ reakci, vznika z peroxidu vodiku v reakci s dvojmocnym zelezem
Fe?* vysoce toxicky hydroxylovy radikal HO®, ktery v Zivé hmoté okamzitd reaguje s
okolnimi molekulami, a jako extrémné silné oxidac¢ni ¢inidlo vytrhuje elektron z
nenasycenych mastnych kyselin a atakuje baze nukleovych kyselin (DARLEY-USMAR,
HALLIWELL, 1996).

Kazdy vzorec radikalu se oznacuje teckou, indikujici neparovy elektron, a jsou-li
popisované ¢astice zaroven ionty, vzorec se dopliuje podle poctu a typu naboje symboly plus

(+) nebo minus (-) (RACEK, 2003).

Tab. 1 Reaktivni formy kysliku a dusiku (STIPEK aj., 2000)

Reaktivni formy kysliku (ROS)

volné radikaly latky neradikalové povahy

superoxidovy radikdlanion O, peroxid vodiku H,0,

hydroperoxylovy radikal HO;

hydroxylovy radikal OH’ kyselina chlorna HCIO

peroxylovy radikal ROO ozon O3

alkoxylovy radikal RO’ singletovy kyslik 'O
Reaktivni formy dusiku (RNS)

volné radikaly latky neradikalové povahy

oxid dusnaty NO’ kyselina dusita HNO,

oxid dusicity NO’, oxid dusity N2O3

peroxynitrit ONOO

alkylperoxynitrit ROONO
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2.3  Priciny vzniku ROS

Kyslik je esencidlnim prvkem pro aerobni organismy. Po celou dobu Zivota je vSak
aerobni organismus soucasné vystavovan i negativnim vlivim jeho reaktivnich forem
vznikajicich pfi oxidaénich reakcich, tj. volnych kyslikovych radikalt (HIEMER, MAROVA,
ILLEK, 2007). Volné radikaly a piedevsim ROS jsou vytvafeny riznymi mechanismy.
Vznikaji ve velkém mnozstvi béhem infekce a nemoci. Vyznamné mnozstvi volnych radikala
pochézi i z bunécnych mitochondrii. Redukce kysliku, ke které dochazi v riznych mistech
mitochondridlniho dychaciho elektronového fetézce, generuje volné radikaly jako je
superoxidovy radikal (O*). Vzhledem ke své chemické povaze a tendenci pfijimat volné
elektrony pro tvorbu O a skutecnosti, ze v kazdé aerobni bunice musi dochazet k bunéénému
dychani, je tvorba od kysliku odvozenych volnych radikald privodnim jevem mitochondridlni
produkce energie (MANDELKER, 2009).

Reaktivni formy kysliku jsou vytvafeny pii zcela normdlnich metabolickych
pochodech nasi latkové vymeény a podileji se na syntéze pro organismus tak nezbytnych latek,
jako jsou bilkoviny, hormony ¢i nukleové kyseliny. Vznikaji v procesu postupné redukce
kysliku na vodu nebo sekundarnimi reakcemi ptisobenim protonu (H"), resp. kovii jako Zelezo
nebo méd’ (KALAC, 2003).

Reaktivni formy kysliku existuji normaln¢ ve vSech aerobnich buiikach v rovnovaze
s antioxidanty. Oxidac¢ni stres se objevuje pokud je piekrocena kritickd hranice, praveé vlivem
narastu reaktivnich forem kysliku, nebo tibytkem antioxidanti, popf. dojde k obéma staviim
soucasn¢ (WARIS, HAASEB, 2006).

Kyslik je tedy jednim ze zakladnich prvkl nezbytnych pro udrzeni Zivota, ale miize
mit Skodlivé Gc¢inky, pokud mnoZstvi jeho reaktivnich sloucenin ve formé volnych radikali

pfesahne potfebu bun&k a neni toto mnoZstvi véas zablokovano (KALAC, 2003).

2.4  Zdroje ROS in vivo

Endogenni zdroje kyslikovych radikalt:
e prisak elektront z dychaciho fetézce v mitochondriich
e respirani vzplanuti aktivovanych fagocytli /makrofagy, neutrofilni granulocyty,
monocyty) — zanéty, infekce
e produkce oxidu dusnatého (silny vasodilatacni ucinek)

e bunécna signalizace
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e reakce cytochromu P-450

e peroxisomalni oxidace mastnych kyselin

e autooxidace katecholamint

e biosyntéza kyseliny mocové, prostaglandint a estradiolu
e hypercholesterolemie, hyperglykémie

e nadmérna fyzicka aktivita

e nckteré patologické stavy (BENZIE, STRAIN, 2005)

Exogenni zdroje kyslikovych radikala:
e radioaktivni a UV zareni
e tepelné zpracovani potravin

e znecisténé ovzdusi zivotniho a pracovniho prostiedi (BENZIE, STRAIN, 2005)

Na vzniku volnych reaktivnich radikali se podili i zneciSténé zivotni prostiedi
(Obr. 1). Zdrojem volnych radikalt je ionizujici zafeni, UV-zafeni, koufeni a ozon. Velmi
dilezitym zdrojem, ktery dava vzniknout nebezpec¢nym kyslikovym radikalim, je ozén. Ozon
vstupuje do listl rostlin pruduchy a jiz v intercelularach, v kontaktu s vlhkymi bunéénymi
sténami se velmi rychle rozklada. Prinik nerozloZzené¢ho ozénu pfes plazmatickou membranu
probiha velice obtizn¢ a pomalu. Pfi rozkladu ozonu vznika nejen molekulovy kyslik, ale jako
meziprodukty i reaktivni superoxid, peroxid vodiku a hydroxylovy radikil (LIZALOVA,
2010).

Vznik volnych radikala
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Obr. 1 Vznik volnych radikalii (LIZALOVA, 2010)
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Tvorba VR zahrnuje fadu neenzymovych déju (ionizujici zafeni, exhalace z pramyslu,
koufeni aj.), stejn¢ tak mnohé prostiedky antioxida¢ni ochrany maji neenzymovy charakter.
Existuje vSak i mnozstvi d&ji katalyzovanych enzymy, pii nichz VR (resp. ROS) vznikaji,
nebo jsou naopak odbouravany. NADPH-oxidasa vedle NO-synthasy patii k hlavnim
enzymim katalyzujicim vznik volnych radikald v buiikach (RACEK, HOLECEK, 1999).
Fagocytarni NADPH-oxidaza coby enzym produkujici mnozstvi radikalti pfedstavuje pro
organismus nebezpeci. Kdyby nebyly k dispozici dostatecné vykonné ochranné mechanizmy,

hrozilo by poskozeni tkani pii sebemensim povzbuzeni imunity (VEJRAZKA, 2004).

2.5  U&inKy volnych radikali

2.5.1 Oxidaéni stres

Za normalnich okolnosti existuje mezi produkci volnych radikali a antioxidanty
rovnovaha. Pfevaha jedné i druhé slozky vede k poruchdm, které mohou organismus vézné
ohrozit. Cast&jsi je piipad, kdy pievladaji volné radikaly, at’ je to dano jejich zvySenou
tvorbou, snizenim koncentrace antioxidantli, nebo kombinaci obou stavii. Pfevaha volnych
radikalll se oznacuje terminem oxidacni stres, mize vést k rozvoji chorob zndmych pod
pojmem nemoci z volnych radikald (RACEK, 2004). Oxidac¢ni stres je tedy relativni pfevaha

reaktivnich forem kysliku a dusiku nad antioxida¢ni kapacitou (HOLECEK, 2010).

Environment Reactive
\\>

oxygen

o
# 8P
) B
e
Antioxidants
W f species E

a_—_b

Obr. 2 Oxidacni stres — nerovnovaha mezi ROS a antioxidanty (KOMPRDA, 2010).

Oxidac¢ni stres je jednoduse vzestup hladiny volnych radikali (napt. ROS a RNS)
Vv bunkach, kde se hromadi ve v€tSim nez normalnim mnozstvi. MizZeme také definovat
oxidaéni stres jako fyziologicky stav, ktery se vyskytuje tam, kde dochédzi k vyznamné

nerovnovaze mezi vyrobou ROS a antioxidativnimi obrannymi mechanismy.

15



Oxidacni stres je fyziologickym stavem, ktery nastava pii zdvazné nerovnovaze mezi
produkeci reaktivnich forem kysliku a antioxida¢ni ochranou. Jakmile se objevi oxidac¢ni stres,
a k tomu dochazi téméf u vsech chorob, mizeme si polozit otazku, zda je pouze soucasti
chorobného procesu nebo je to choroba sama (MANDELKER, 2009).

Oxidacni stres produkuje mnozstvi Skodlivych metaboliti. Zvlasté to jsou
kancerogenni aldehydy, které se vSak vazou na bilkoviny a tak vytvaii vysoce imunogenni
latky. Proti nim se vytvaii patologické protilatky, coz mulze zplsobit vznik ridznych
onemocnéni, jako je systémovy lupus erythematodes (SLE), diabetes mellitus, revmaticka
artritida aj. (HOLECEK, 2010).

Mira schopnosti tkdn¢ vzdorovat oxida¢nimu stresu je urcena jednak mnozstvim v ni
pfitomnych antioxidantt, jednak jejich druhem. Parametr, ktery koreluje se schopnosti tkané
odolavat oxidaénimu stresu, je oznatovan jako antioxidaéni kapacita (HRBAC, 2007).

V poslednich desetiletich pfichdzeji védci se stdle novymi poznatky o tloze volnych
radikali pii oxida¢nim stresu u zivych organismi. Tyto radikdly ptisobi na biologicky
vyznamné slouceniny, pfedevsim lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, pozménuji jejich
strukturu a tim modifikuji jejich funkci. Reakce iniciované radikaly vedou k naslednym
zmé&nam ve struktufe bunék, poskozeni celych tkani, organt a dulezitych funkci v organismu

(RACEK, 2003).

Tab. 2 Hlavni cilové struktury pro reaktivni formy a ndsledky téchto napadeni (STIPEK aj.,
2000)

CIL POSKOZENI NASLEDKY
e Zztrata dvojnych vazeb, e zménéna fluidita lipidd,
Nenasycené mastné kyseliny | ¢  tvorba reaktivnich | ® zmény v propustnosti
- - tabolitli (peroxidy membran
v lipidech me ’ ’
P aldehydy) e vliv na membranové
vazané lipidy,
e agregace a sitovani, e zmény v aktivité¢ enzymd,

e modifikace  thiolovych | ¢ zmény v transportu iontu,
skupin a benzeovych | e  vstup Ca"2+ do cytosolu

PO jader AMK,
e fragmentace a Stépeni
e Stépeni kruhu | e mutace,
deoxyribozy, e translacni chyby,
DNA e modifikace a poSkozeni | ¢ inhibice proteosyntézy
bazi

e zlomy fetézce,
e kiizové vazby fetézcl
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2.5.2 Nasledky oxidacniho stresu

Podle vSeho podléha kazdé buiika v nékterém stadiu své existence oxidacnimu stresu.
VétSina organovych systému je piimo postizena oxidacnim stresem a jejich narusend funkce
ma pfimy dopad na zdravotni stav. Patfi sem poSkozeni ledvin, srdce a cirkulacni soustavy,
jater, slinivky bfiSni, centralni nervové soustavy a nervové tkan¢, stfev, nadledvinek, kostni
diené, plic a §titné zlazy. Takze oxidacni stres plisobi nejen na jednotlivé buiky, ale i na
organové systémy, stav imunitniho systému a starnuti (MANDELKER, 2009).

Volné radikaly mohou modifikovat promotorovou ¢ast DNA, ktera reguluje aktivitu
genu — navozuje nebo potlacuje transkripci. Reakci superoxidu s oxidem dusnatym vznikajici
peroxinitril nitruje bilkoviny, volné radikaly puasobi lipoperoxidaci, pii které vznikaji
kancerogenni aldehydy, vysoka koncentrace radikalu oxidu dusnatého zrychluje tumorigenezi
(HOLECEK, 2010). Karcinogeneze je vicestupiiovy proces zahrnujici mutace a zvysenou
proliferaci bun¢k. Neregulovand nebo prodlouzena produkce bunéénych oxidant je také
spojena s mutacemi DNA a s modifikacemi genové exprese (MANDELKER, 2009).

Stejné jako lipidy a proteiny jsou také nukleové kyseliny poskozovany reaktivnimi
formami kysliku a dusiku, pfedevs$im hydroxylovym radikalem HOe<. Reaguje s deoxyribosou
za vzniku malondialdehydu a dalSich produktti, modifikuje a uvoliiuje purinové a
pyrimidinové baze. Nasledkem téchto reakci se mize pierusit polynukleotidovy fetézec, nebo
se mohou vytvorit kiiZzové vazby DNA s proteiny. Primarni reakci HO+ s DNA je odStepeni
vodikového atomu z deoxyribosy, coZ vede k destrukci sacharidu a preruSeni fetézce. HO- je
schopen pfipojit se k purinovym a pyrimidinovym bazim a zménit je tak na hydroxyderivaty a
oxoderivaty. Nasledkem takovych zmén je chybné parovani bazi pii replikaci DNA a
zavedeni chyby do genetické informace. PoSkozeni DNA se projevi apoptosou, mutagenezi,

karcinogenezi a starnutim (WANG, KREUTZER, ESSINGMANN, 1998).

2.5.3 Pfiznivé GCinky volnych radikalt

Ve vétsin€ publikaci je zdirazilovan nepiiznivy u¢inek volnych radikalti. Nesmime
vsak zapomenout, Ze volné radikaly maji i u¢inky pro organismus pfiznivé (RACEK, 2004).

Reaktivni formy kysliku se ucastni uvolilovani a pfemény energie nezbytné pro Zivotni
pochody, jsou soucasti enzymovych mechanismii a nékteré znich jsou vyznamnymi
signalnimi molekulami v bunééném informaénim systému. Skodi pouze tehdy, vymknou-li se
ptisné kontrole, kterou kazdy aerobni organismus ziskal v pribéhu vyvoje biologického

systému (STIPEK aj., 2000).
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Oxygenace a volné kyslikové radikdly jsou nezbytné k obrané proti utoCicim
organismim. Volné kyslikové radikdly jsou mitochondridlnim dychacim fetézcem
produkovany dokonce denné v ramci normalni respirace a tvorby energie mitochondriemi.
Z toho vyplyva, Ze ne vSechny formy oxida¢niho stresu jsou Spatné. Oxidacni stres ma také
své vyhody. Bez n¢kterych forem oxidacniho stresu by zivé builky nebyly schopny Zivota.
tkané, hoji rany, podporuji rist a umoziuji nasemu télu adaptaci na stres ¢i onemocnéni
(MANDELKER, 2009)

Mezi konkrétni pozitivni GCinky patii to, ze buiikky imunitniho systému za pomoci
volnych radikalti se ucastni likvidace bakterii ve fagocytech. K zabijeni fagocytovanych
mikroorganismu se vyuziva kyselina chlornd. Volné radikaly hraji téz ulohu pfti oplodnéni.
Spermie vyzaduje k GspéSnému oplodnéni vajicka superoxid a peroxid vodiku. Superoxid je
tteba k naruSeni membrany vajicka, peroxid vodiku je vytvafen vajickem po oplodnéni a
zabranuje pronikani dalSich spermii.

Piiznivy 0¢inek méa i oxid dusnaty, ktery je rovnéz radikdlem a ma vyrazny
vazodilata¢ni efekt. Oxid dusnaty je vSak produkovan rovnéz v lymfocytech, nadledvinach,
buiitkach centralniho nervového systému a mnoha dalSich. M4 vyznam v regulaci imunitnich

pochodi, pii erekce i jako neurotransmiter (RACEK, 2004).

2.6 Nemoci a stavy zpisobené volnymi radikaly

Volné radikaly plni v organismu fadu dulezitych fyziologickych funkei. A tvofi-li se
vSak z riznych divodi v nadmérném mnozZstvi nebo nejsou-li dostatecné rychle likvidovany,
stavaji se pro svou reaktivitu nebezpecné. Mohou byt pfi¢inou rozvoje zavaznych
patologickych procesti. Dochazi tak k urychleni procesu degenerace a starnuti buné€k, naruseni
pfirozené obranyschopnosti organismu, piipadné genetického vybaveni buiiky (JORDAN,
2001).

Oxidacni stres byl implikovan v patogenezi valné vétSiny, ne-li vSech lidskych chorob.
I kdyz se piidrzime mirné skepse doporucované vedoucimi autoritami na poli biologie a
mediciny kyslikovych radikald, stale to znamena, Ze reaktivni formy kysliku hraji vyznamnou
ulohu v rozvoji tak zavaznych a rozSifenych onemocnéni, jako je aterosklerdza, diabetes
mellitus, hypertenze, chronické sttevni zanéty, nékteré typy rakoviny, ischemicko-reperfuzni
poSkozeni srdce a jinych organd, mozkové trauma/ischemie, Parkinsonova nemoc,

Alzheimerova nemoc atd. | podstatou fyziologického starnuti zfejmé neni nic jiného nez
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akumulace malych chyb systému antioxidacni ochrany a udrzby télesnych struktur
(PLATENIK, 2009).

~ ROS

DNA breakage and Peroxidation of Enzyme Carbohydrate
mutation unsaturated fatty acids activation/inactivation crosslinking

Oncogene activation Loss of membrane Protein crosslinking Receptor disturbance

. fluidity/function
umor-suppressor

gene inactivation OxLDL formation

Protein fragmentation

Changes in

\ \ immunogenicity

Mitochondrial damage/disruption
Disordered cellular metabolism
Carcinogenesis
Atherogenesis
Autoimmunity
Cell damage/death

pement;,
Stroke
Cataract
Coronary
heart disease
Aging
k Cancer )

(‘ Diabetes /\

Obr. 3 Ucinky ROS — celkové schéma (KOMPRDA, 2010).

Holecek (2006) uvadi nasledujici oblasti moznych onemocnéni a nezadoucich stavi,

které jsou ovliviiovany volnymi radikaly:

e Stomatologie

¢ Gastrointestinalni choroby

e Psychiatricka a neurologickd onemocnéni

e Ateroskler6za

o Ischémie/reperfuze

e Dermatologie

e Imunologie, infek¢ni choroby a alergie
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e Transfuzni Iékafstvi

e Sportovni a fyzické aktivity
e Teorie starnuti

e Vyziva

e Obezita

e Nadory, diabetes, katarakta a dalsi nemoci

2.7  Pojem antioxidant

Vyznamnou pomoc pro zvyseni obrany organismu vi¢i nadmérnému vyskytu volnych
radikali predstavuji ty slozky potravy, které volné radikaly pfevadéji na nereaktivni, nebo
alespoit méné reaktivni formy. Tyto latky se oznauji jako antioxidanty (KALAC, 2003).
antioxidanty latky vyznamné znemoznujici nebo ptedchazejici ROS a RNS zpisobenou
oxidaci biomolekul, byt jsou pfitomny v nizS§i koncentraci nez biomolekuly, které maji
chranit (HRBAC, 2007). Jednoduse fedeno antioxidant je latka, kterd chrani nase t&lo pied
procesem zvanym oxidace. Antioxidant v podstaté¢ ochranuje slouceniny pfed devastacnim
ucinkem kysliku (PASSWATER, 2002). Mechanismus pusobeni antioxidantll lze popsat

reakcei:

R-O-OH — R-0O-Oe + A-H — R-O-OH + Ae
-H,0
hydroperoxid hydroperoxidovy antioxidant hydroperoxid radikal

radikal antioxidantu

(VELISEK, 1999).

Kvasnickova (2000) nabizi tuto definici: ,, Antioxidant je jakakoliv latka, kterd, jestlize
je pritomna v nizkych koncentracich ve srovnani s oxidovatelnym substrdatem, vyznamné
oddaluje nebo zamezuje oxidaci tohoto substratu “.

Termin ,antioxidant™ v8ak pochazi z potravinaiské chemie ze 40. let a je ptvodné
celkem tUzce definovan jako latka schopnd zastavit fetézové radikalové reakce typu
peroxidace lipida (PLATENIK, 2009). Antioxidanty jsou latky, které prodluzuji udrznost
potravin tak, Ze je chrani pfed znehodnocenim zplsobené oxidaci, jejimZ projevem je zluknuti
pritomnych tuk a dalSich, snadno oxidujicich se, slozek potravin, napf. vonnych latek.

Oxidace lipidli vyvolava dalsi chemické zmény v potravinach, které negativné ovliviiuji jejich
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vyzivovou, hygienicko-toxikologickou a senzorickou hodnotu (VELISEK, HAJSLOVA,
2009). Vnimani antioxidacni ochrany zivych organisml je bohuzel timto historickym
konceptem stale ovlivnéno. Antioxidacni ochrana lidského téla je mnohem komplexnéjsi
pojem (PLATENIK, 2009).

Antioxidanty jsou pfedmétem zajmu jak potravinaiskych, tak zdravotnickych
odbornikti. Jedna se o latky, které v potraviné - in vitro nebo v organismu - in vivo mohou ve
vhodnych koncentracich zabranit oxidaci substratu vedouci k nezadoucim zménam.
V lidském organismu tvoii ochranu pied oxidacnim posSkozenim nejen antioxidanty
syntetizované v téle, ale i ty, které pfijimame potravou. Antioxidanty ziskavame potravou
hlavné z ovoce, zeleniny obilovin a népoji. Nejvyznamnéj§imi pfirodnimi antioxidanty jsou
tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E), askorbova kyselina (vitamin C), fenolové latky
(ptedevsim flavonidy, fenolové kyseliny, jednoduché fenoly, stilbeny) a karotenoidy, pticemz
nejvice zastoupenymi antioxidanty v potravé jsou flavonidy a fenolové kyseliny
(PARKANYIOVA, POKORNY, 2003). Nevyhodou piirodnich antioxidanti je jejich nizka
odolnost vic¢i kysliku, vystaveni svétlu, vysokym teplotam, suSeni. Zmény probihaji i pfi
skladovani potravin (SCHMIDT, POKORNY, SEKRETAR, 2006). Piirodni antioxidanty
ptitomné v potravinach a dal§im biologickém materialu vyvolaly znaény zajem kvili svym

potencialnim nutriénim a terapeutickym uéinkim (LACHMAN, HAMOUZ, ORSAK, 2005).

2.8 Celkova antioxida¢ni kapacita a aktivita

Pro vzajemné porovnavani antioxida¢nich uc¢inki riznych smési byl nékterymi autory
zejména v souvislosti s analyzou potravinovych vzorki zaveden pojem celkova antioxidacni
aktivita (Total Antioxidant Activity — TAA). TAA je parametrem, ktery kvantifikuje kapacitu
vzorku biologického materialu eliminovat radikaly. Pomérné ¢asto se stanovuje tzv. celkova
antioxidacni kapacita (AOC) plazmy, resp. extracelularni tekutiny. Predstavuje souhrn vSech
latek s antioxida¢nim u¢inkem Vv této tekutiné obsazenych Pojem celkova antioxidacni
kapacita je vSak v mnoha publikacich pouZivan v §ir§im vyznamu a rozmanitost pouzivanych
metod pii jejim stanoveni je znaéna (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

Antioxida¢ni kapacita je mira, jakou jsou antioxidanty schopné eliminovat volné
radikaly. Je souhrnnou fyzikdlné-chemickou vlastnosti, kterd je podminéna redoxnimi
aktivitami pfedevSim vSech obsazenych piirodnich latek a projevuje se za piesné

definovanych podminek redukénim (antioxidaénim) u¢inkem (KOPRIVA aj., 2012, on-line).
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K méfeni celkové antioxidacni kapacity slouzi nékolik metod, které nejenze poskytuji
rozdilné vysledky, ale 1isi se i podilem jednotlivych slozek plazmy na vysledku (RACEK,
2003).

Vlastni ochrana organismu ptedstavuje slozity komplex mechanismii, které pracuji ve
vzajemné souhfe, dopliiuji se a mnohdy i1 vzajemné potencuji. Navic museji byt rovnéz v
rovnovéze s prooxidaénimi latkami, tedy produkei volnych radikalti (KOPRIVA aj., 2012, on-
line).

2.9  Latky antioxida¢niho charakteru

V biologickych systémech se nachazi obranné systémy, které snizuji piisobeni volnych
radikall nebo je zcela eliminuji. Patfi sem zejména mechanismy, které brani tvorbé novych
volnych radikald, vychytdvaji jiz vytvofené volné radikaly (nékdy se oznacuji jako
vychytavace, lapace, zhdSece), anebo se podili na opravnych mechanismech poSkozenych
molekul. Z pohledu vyzivy je mozno antioxidanty rozdé€lit na endogenni a exogenni.
Endogenni antioxidanty se tvoii v naSem téle. Jednd se pfedevSim o rtzné enzymy
s antioxida¢nim uU¢inkem. Exogenni antioxidanty ziskavame z pfijimanych potravin.
(KOPRIVA aj., 2012, on-line).

V biologickych materialech se in vivo jako latky s antioxida¢nimi G¢inky uplatiuji
karotenoidy a pfibuzné polyeny, nékteré vitaminy (zejména C a E) a dalsi dusikaté a sirné
slouCeniny. Z dusikatych sloucenin maji napf. vyznamnou antioxidacni aktivitu nckteré
alkaloidy, mocova kyselina a dalsi puriny, aminokyseliny a peptidy. Dulezitymi sirnymi
slouceninami s antioxida¢ni aktivitou jsou sirné aminokyseliny (cystein a melathion), od nich
odvozené peptidy a proteiny. Antioxidantem zivo€ichd, rostlin, a mikroorganismi je lipoova
kyselina a od ni odvozené sulfidy a polysulfidy (VELISEK, HAJISLOVA, 2009).

Nékteré antioxidanty si naSe télo vytvari samo, jako enzymy, koenzymy apod. Jiné se
musi télu dodéavat a tém fikdme esencidlni. Jsou to zejména vitaminy, ale i rdzné biologicky
aktivni latky. Antioxidanty v potravinach se daji ¢lenit na pfirozené nebo syntetické, nebo na
pfirozené pfitomné C¢i dopliované jako ptisady. Pfidavat se mohou jak antioxidanty
syntetické, tak tzv. pfirodné¢ identické, tedy takové, které se v pfirode ptirozené vyskytuji, ale
jsou syntetizovany uméle (KASTNEROVA, 2012).

Antioxidanty rozd€lujeme podle prosttedi, v némz puasobi na hydrofilni, lipofilni a
amfofilni. Podle zplGsobu ucinku na antioxidanty neenzymové povahy (vitamin E, C,

karoteny, flavonoidy, kyselina mocova, kyselina fytova, glutathion, kyselina ferulova) a
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enzymy (superoxid-dismutasa, glutathion peroxidasa, katalasa). Mezi neenzymové
antioxidanty se pocitaji i n¢které¢ prvky, které vSak souvisi s funkci enzymu (selen, zinek,
méd’). Kromé toho existuje fada antioxidantli vyrabénych priamyslove, které se pouzivaji jako
potravinafska aditiva (MAROUNEK, 2006, on-line). Pouziti antioxidantd jako ptidatnych
latek pii vyrob¢ potravin upravuje vyhlaSka Ministerstva zdravotnictvi ¢.4/2008. Podle této
vyhlasky jsou antioxidanty latky, které prodluzuji trvanlivost potravin a chrani je proti zkaze
zpusobené oxidaci, jejimiz projevy jsou zluknuti tukd nebo zmeéna zbarveni potravin
(KVASNICKOVA, 2000).

Podle biologick¢ funkce se dé€li na enzymové antioxidaéni systémy
(superoxiddismutaza, glutathionperoxidédza, glutathiontransferaza, kataldza) a na
nizkomolekularni antioxidanty (kyselina askorbova, tokoferoly, karotenoidy, flavonoidy,
glutathion, kyselina lipoova, koenzym Q, bilirubin, kyselina mocova) (LiZALOVA, 2010).

Dalsi déleni dle Hrbace (2007) je na zékladé obecného nahledu na reakce ROS jako
na fetézové radikalové reakce které vedou k poskozeni bunéénych struktur tkdni Ize
antioxidanty rozdélit do dvou hlavnich skupin — na antioxidanty preventivni (preventative
antioxidants), které zabranuji vzniku fetézovych radikalovych reakci a na antioxidanty

prerusujici jiz bézici fetézové radikalové reakce (chain breaking antioxidants).

2.9.1 Antioxidacné piisobici enzymové systémy

’

Uc¢innymi slozkami obranného systému organismu jsou nékteré proteiny, obsahujici
selen, méd’, zinek. Jsou to enzymy chranici organismus pfed oxida¢nim stresem tim, Ze jsou
prevadény aktivni formy kysliku na méné uéinné (STIPEK aj., 2000). Na prvnim misté je
tieba jmenovat superoxiddismutazu (SOD), ktera katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid
vodiku. Vyskytuje se ve tfech formach: cytoplazmaticka Cu,Zn-superoxiddismitasa
(CuZnSOD), mitochondridlni Mn-superoxiddismutasa (MnSOD) a  extracelularni
superoxidismutasa (ECSOD) (KOPRIVA aj., 2012, on-line). Na nasledné odstranéni
peroxidu vodiku je v téle machanismt vice:

e katalaza (KAT) svou strukturou je podobnd hemoglobinu (sklada se ze ¢tyt podjednotek
S troyjmocnym Zelezem) a rozklada peroxid vodiku tvofeny v peroxisomech na vodu a
molekularni kyslik, (pouze v peroxizomech a v ¢ervenych krvinkach),

e glutathionperoxidaza (GPx) : redukuje peroxid vodiku, piipadné peroxidy lipidi a
zaroven oxiduje glutathion, ten je pak regenerovan glutathionreduktdzou vyuzivajici

NADPH,
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e peroxiredoxin: maly protein s—SH skupinou, redukuje peroxid vodiku (PLATENIK,
2009).

2.9.2 Mineraly s antioxida¢nimi ucinky

Mineraly samy o sob& nejsou antioxidanty, nékteré znich jsou vSak dilezitymi
slozkami antioxidacnich enzymi vytvafenych télem (zinek, selen, Zzelezo apod.)
(KASTNEROVA, 2012). Selen je neenzymovy antioxidant, nicméné souvisi s funkeci
enzymil. Selen jako soucast glutathionperoxidasy umocnuje biologické ucinky vitaminu E.
Esencialita selenu byla prokazana v roce 1957. Na selen jsou bohaté predevsim moiské ryby,
mekkysi a korysi, sladkovodni ryby a také vnitinosti jateCnych zvitat. Relativné vysoky obsah
maji také vejce, pii¢emz vétsina selenu je obsazena ve zloutku (VELISEK, HAJSLOVA,
2009). Selen usnadnuje odstraiiovani jedi (zbavuje nas tézkych kovi —kadmia, olova a rtuti —
a volnych radikal). Dospéli potiebuji 50 — 100 ug denné (ZITTLAU, 2005).

Dal$imi stopovymi prvky dilezitymi v roli v antioxida¢ni ochrany mé zinek, meéd’ a
mangan (STIPEK aj., 2000). Zinek G¢inné inhibuje peroxidaci lipidéi na membranové Grovni
pravddpodobné tim, Ze vytésiiuje Zelezo nebo zamezuje vazani zeleza (KVASNICKOVA,
2000).

2.9.3 Antioxidacni vitaminy

e VitaminC

Néazvem vitamin C se oznacuje nejen L-askorbova kyselina, ale také cely reverzibilni
redoxni systém. Velmi dulezitymi reakcemi souvisejicimi s antioxidacnimi vlastnostmi
vitaminu jsou reakce s aktivnimi formami kysliku, resp. s volnymi radikaly, a reakce
s oxidovanymi formami vitaminu E (VELISEK, HAJSLOVA, 2009). Zhaseni rtiznych
radikalt askorbatem, ptipadné kooperace s tokoferolem, je dobie dolozeno in vitro, do jaké
miry takto askorbat skutecné funguje v lidském téle az tak piesvédCivé prokazano neni,
pfingjmensim v tom smyslu, Ze podani askorbatu normalné zivenému zdravému ¢lovéku uz
zadné dal$i méfitelné zmény parametri oxida¢niho stresu nezplisobi. Velké (gramové) davky
vitaminu C per os jinak zpravidla ani nepoméhaji, ani podstatné neskodi — rendlni préh pro
askorbat je kolem 200mg/den a mnoZstvi nad tento limit se prosté rychle vylouci ledvinami
(PLATENIK, 2009). Problém vitaminu C je, Ze je velice malo odolny vigi vodé, kysliku
svétlu a horku. Ztraty obnaseji az 100 % (ZITTLAU, 2006). Vatenim se ni¢i az 60 %,

suSenim az 50 %, SetrnéjS$i je duSeni v pafe. NejSetrnéjsi k vitaminu C je mraZeni
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(KASTNEROVA, 2012). Askorbat (vitamin C) je ptikladem pomérné prozkoumaného a
znamého antioxidantu, pfitom jeho hlavni funkci v téle je regenerovat Fe v aktivnich centrech
hydroldz, coz je v principu ¢innost prooxida¢ni. Vypadkem této funkce Ize dobie vysvétlit
vétsinu piiznakt kurdé&ji (sorbutu).

Nizké koncentrace vitamini C v plazmé 1 v rliznych organech mohou byt zptsobeny
zvySenou zatézi volnymi radikéaly. Zna¢né snizené koncentrace vitaminu C maji proto kufaci,
pacienti s tézkymi infekcemi, s pankreatitidou, karcinomem traviciho traktu, hypertenzi, po
kardiochirurgickych vykonech ¢i akutnim infarktu myokardu (RACEK, 2003). U kufakt vede
zatéz respiracniho traktu oxidanty z tabakového koute ke zrychlené konsumpci tokoferolu i
askorbatu, suplementace vitaminem C, ale ne tokoferolem, meéfitelné snizuje markery
lipoperoxidace i degradaci tokoferolu (ale nema vliv na kancerogenitu tabakového koute)
(PLATENIK, 2009). Deficience vitaminu C & hypovitaminosa se projevuje Fadou
nespecifickych ptiznaki, nejéast&ji tzv. jarni unavou (VELISEK, HAJSLOVA, 2009).
Legislativné je kyselina askorbova (E 300) fazena mezi potravni doplitky (KALAC, 2003).

e Vitamin E

Vitamin E (zvlast¢ a-tokoferol) je nejvyznamnéjSim lipofilnim antioxidantem
uplatiiujicim se u eukaryotickych bun€k jako ochrana nenasycenych mastnych kyselin
v lipidech a fosfolipidech pied poskozenim volnymi radikaly. Spolu s B-karotenem a
koenzymy Q chrani strukturu a intergritu biomembran, tedy bunééné neboli cytoplasmatické
membrany a zejména membran vnitrobuneénych organel (bunecné jadro, mitochondrie,
lysosomy, endoplasmatické retikulum) (VELISEK, HAJSLOVA, 2010).

Antioxidacni funkce tokoferolu spoc¢iva v preméné alkylperoxidovych radikalu LOO-
na hydroperoxidy pii peroxidaci lipidu. Zneskodni tak peroxylové radikaly mastnych kyselin
diive, neZ mohou reagovat s dal§imi lipidy. Tokoferol se pfitom méni na tokoferylovy radikal,
ktery je stabilnéjSi nez latky, se kterymi tokoferol reaguje. Vzniklé hydroperoxidy jsou
deaktivovany pomoci glutathionperoxidasy (STIPEK aj., 2000).

Podobné jako u askorbatu, u zdravého normélné Ziveného ¢lovéka je velmi obtizné
prokazat snizeni markerii lipoperoxidace po extra davkach a-tokoferolu. Dietni zdroje tohoto
vitaminu jsou pfitom hojné (mimo jiné obiloviny, listova zelenina), a s deficitem se tedy
setkdvame prakticky jen u poruch stfevni absorpce tukdl, pfi dlouhodobé intraven6zni vyZzive,
ptipadné u nezralych novorozencti (PLATENIK, 2009). Ke ztratim dochézi pii rafinaci
surovych olejt, pii smaZeni, peteni a za piitomnosti kysliku (KASTNEROVA, 2012).
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e Karotenoidy a vitamin A

Vitamin A fadime mezi vitaminy s antioxida¢nimi ucinky. Je pfijimam v potravé ve
své konecné podobé¢ jako retinol, nebo jako provitamin B-karoten, ze kterého se retinol
V organismu vytvofi. Tento vitamin se ukladd v jatrech, v ledvinach a v tukové tkani
(CERMAK, 2002). Vitamin A na vzduchu a svétle lehce oxiduje a miiZe se stat prooxidantem.
Antioxidac¢ni ucinek vitaminu A se projevuje ve tm¢ — inhibuje tvorbu volnych kyselin
v rostlinnych olejich. Vitamin A patii mezi slabé antioxidanty (KVASNICKOVA, 2002).
Aktivitu vitaminu A (vitamin proti xeroftalmii, Seroslepoté) také vykazuje asi 50 dalSich
ptirozen¢ se vyskytujicich sloucenin ze skupiny karotenoidd, které se nazyvaji provitaminy A.
Nejvyznaméj§im provitaminem A je P-karoten (VELISEK, HAJSLOVA, 2009). Je malo
odolny vaci kyselinam, kysliku, svétlu a horku. Ztraty téméf nikdy nepievysi 40 %
(ZITTLAU, 2006).

Karotenoidy jsou znaéné rozsifené zluté a oranzové, vyjimecné také zlutozelené a
Cervené, prevazné lipofilni pigmenty rostli, hub, fas, mikroorganismi a de novo také
pigmenty zivoCicht (korysu, ryb, ptaku, savcl). V rostlinach jsou karotenoidy principialné
asociovany s chlorofyly v chromoplastech. Resp. v chloroplastech. Dnes je znamo asi 700
ptirozené se vyskytujicich karotenoidnich pigmentti. Z tohoto mnozstvi vykazuje asi 50
slougenin aktivitu vitaminu A, a proto se oznacuji jako retinoidy (VELISEK, HAJSLOVA,
2009).

V antioxidaéni ochran€¢ se karotenoidy uplatiuji pfi odstanovani radikalu
centrovanych na uhlik a alkylperoxidovych radikald ROO- v lipidech. Mechanismus jejich
pusobeni je dosud nejasny, pravdépodobné se uplatiiuji prostiednictvim tokoferolu. Mohou
téz zhaset singletovy kyslik (STIPEK aj., 2003).

Kone¢n¢ B-karoten je vyborny inhibitor lipoperoxidace in vitro, jeho antioxida¢ni
pusobeni v téle je nejpravdépodobnéjsi v kizi, kde zhasi singletovy (aktivovany) kyslik po
UV zéfeni, jinak je pfinejmensim nejisté (PLATENIK, 2009). B-karoten je odolny a daleko
1épe je zhodnocen z vaiené a nakrajené zeleniny, nez ze syrové (ZITTLAU, 2006).

Predpokladané potadi preventivni ucinnosti karotenoida: lykopen > y-karoten > a-
karoten > B-karoten > zeaxantin > lutein. Pfi vysokém piijmu (25 mg/den) karotenoidy méni
sveé ucinky z antioxidacnich na prooxida¢ni — pritkazné zvySeni rizika vzniku rakoviny plic u

kutakt (KOMPRDA, 2012).
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Roli antioxidant plni karotenoidy ve své puvodni formé, aniz by se pfeménily na
vitamin A. Uplatiuji se pii prevenci nadorovych onemocnéni kiize, vyvolaného vlivem

ultrafialového zafeni (KASTNEROVA, 2012).

Nejznaméjsi antioxidanty jako a-tokoferol, B-karoten a vitamin C tvoii jen relativné
malou c¢ast antioxidacni kapacity, vice antioxidanti v potravé je ve formé ostatnich
karotenoidd, fenolovych kyselin, sulfidd, flavonoidi a lignant (HOLECEK, ROKYTA,
VLASAK, 2008).

Tab. 3 Doporucené bézné denni davky vitaminii (PATOCKA, STRUNECKA, 2011).

Recommanded dietary allowance (RDA)

Vitamin C 90 mg pro muze
75 mg pro zeny
85 mg v t€hotenstvi

120 mg pfi kojeni

u kuraku+35 mg
Vitamin E 15 mg

19 mg pii kojeni
Vitamin A 900 pg RAE pro muze

(Jako  retinol, | 700 ug RAE pro zeny
RAE = retinol | 770 ug RAEv téhotenstvi

activity 1300 pug RAE pii kojeni
equivalent)
B-karoten RDA neni stanoveno

1 pg retinolu odpovidaji 2 pg pB-karotenu, pokud je pfijiman jako
suplement (tj. doporuc¢ené denni davka by byla 1,4 1,8 mg), ale az 12 pg
B-karotenu, pokud je pfijiman v dieté (coZ odpovida denni davce 8,4-10,8

mg).

Doporuc¢ené denni davky antioxidac¢nich vitaminl pro zdravé dospélé podle materialti
dostupnych na webovych strankach amerického Food and Nutrition Information center
(http//fnic.nal.usda.gov). V Ceské republice stanovuje doporuéené denni davky vitamind a
minerall ptiloha k vyhlasce ¢. 450/2004 Sb. o oznacovéni vyzivové hodnoty potravin, podle
niZ je doporucena davka vitaminu C 60 mg, vitaminu E 10 mg a vitaminu A 800 pg
(PLATENIK, 2009).

Nekteré stavy vSak vyzaduji uziti vysSich davek vitaminovych doplika. V takovych
piipadech jsou antioxidacni vitaminy a stopové prvky podavany v davkach, které prekracuji

doporucdené davky (ZADAK, 2009).
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2.9.4 Flavonoidy a jiné rostlinné fenoly

Rostlinné polyfenoly jsou amorfni latky fenolické povahy, které jsou rozsifeny
V nejriiznéjSich ¢astech rostlin — v klife, plodech, kofenech, i v patologickych utvarech. Jsou
v rostlinné fiSi vSudypiitomné, dodavaji rostlinam charakteristické zbarveni, nékdy
ptiznaénou chut’ plodim, ale nejéastéji jsou smyslové nevyrazné (CEPICKA, KARABIN,
2002). Do skupiny flavonoidu se fadi kolem deseti tisic latek. Mnoho z nich se vSak vyskytuje
Vv rostlinach, které ¢loveék nekonzumuje, nebo jsou jejich obsahy tak nizké, ze biologicka
G¢innost je nevyznamna (KASTNEROVA, 2012). Typickymi predstaviteli jsou rutin a
kvercetin nebo katechiny ¢aje (POKORNY, 2001). Flavonoidy a polyfenoly jsou povazovany
za siln¢ antioxidacni latky, aktivuji endogenni obranny systém. Maji vyznam pro vazbu
prooxida¢niho Zeleza a snizovani hladiny volnych radikald, ochranu GI traktu pted volnymi
radikaly (HOLECEK, ROKYTA, VLASAK, 2008). Kromé antioxidaénich w¢inkii maji
fvavonoidy také protizanétlivy, protisrazlivy, antihypertenzni a metabolicky uc¢inek
(STRUNECKA, 2012). Dosud jich bylo izolovano, identifikovano a testovano vice nez 5 000.
Nékteré z téchto latek byly z hlediska své biologické aktivity studovany uz diive (napf.
flavonidy byly ve 30. létech minulého stoleti pokladany za vitaminy skupiny P) a jejich
antioxidacni aktivita vyuzivana napf. k ochrané potravnich tukid pfed oxidacnim zluknutim
(ZLOCH, CELAKOVSKY, TUMOVA, 2005).
Rozd€lujeme je na 6 podtiid:
e Flavony (napf. apigenin, luteolin)
e Flavonoly (napf. quercetin, myricetin)
e Flavanony (narigenin, hesperidin)
e Katechiny nebo flavanoly (napf. eikatechin, gallokatechin)
e Anthocyanidini (napf. cyanidin, pelargonidin)
e Isoflavony (npf. Genistein, daidzen) (HOLECEK, ROKYTA, VLASAK, 2008).
Zdrojem téchto latek jsou zelenina, ovoce, vldknina, ¢aje, vina a aromatické a 1éCivé
rostliny. V dnesni dobé je velmi diskutovanym resveratrol, fungicidni latka produkovana
pomérné omezenym poctem rostlinnych druhti. Resveratrol ve vinnych hroznech je ptedevsim
pfitomen ve slupkach bobuli ¢ervenych odrid révy, odkud pifechazi do vina. Ocenluji se
zejména kardioprotektivni a antikarcinogenni uéinky (VELISEK, HAJSLOVA, 2009).
Vysledny obsah ve vinu je podstatné vyssi, pokud bylo pfipraveno nakvaSenim se slupkami.
Resveratrol ve vinu je pomé&mé staly. Zdroje jednoho mg je 0,15 az 0,50 1 (KASTNEROVA,
2012).
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Celkovy denni pfijem polyfenola z riiznych zdroji byl odhadnut na 1 g a je tedy vyssi
neZ piijem antioxida¢nich vitaminti (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).
Vyznamné mnozstvi antioxidantll je v jahodach, bortvkach, brusinkach, ofechach, horké
cokolade. Velmi vysoké hladiny ma koteni a byliny jako suSeny hiebicek, mata, Safran,
tymian a dalsi (HOLECEK, RACEK, 2011). Vysoky obsah antioxidanti v kofeni a bylinach
poskytuje dostate¢né davky i pii jejich konzumaci v malém mnozstvi (STRUNECKA,
PATOCKA, 2011). Byliny a kofeni se téz po staleti pouzivaji k prodlouzeni udrznosti
potravin. Zvlasté ucinné jsou rozmaryna a Salvéj, ale i dal$i napt. oregano, tymian, hiebicek,
kurkuma, také ovesna mouka aj. (VELISEK, HAJSLOVA, 2009). Celkovy piijem flavonoidi
Vv riznych evropskych zemich se pohybuje v rozmezi 0-200 mg/den, s primérem kolem 50
mg/den. Velkou mérou k tomuto celkovému piijmu pfispivaji zejména Cerny ¢aj (asi polovina
celkového piijmu flavonoidll), cesnek (Ctvrtina celkového piijmu flavonoidd) a jablka (asi
desetina celkového piijmu) (KOMPRDA, 2012).

V fad¢ experimentalnich studii bylo také prokdzdno, ze antioxidacni aktivita
rostlinnych fenolickych latek je vysSi nez uCinek antioxidacnich vitamint. Klinické a
epidemiologické studie rovnéz prokazuji korelaci mezi antioxidacni aktivitou latek
pfijimanych v potravé a prevenci nékterych onemocnéni napt. kardiovaskularnich chorob,
karcinogeneze,  neurologickych  poruch nebo  procesi  starnuti (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

Interpretace vysledki laboratornich vySetieni potravin na jejich celkovou antioxida¢ni
kapacitu mize smétovat k ur€itému hierarchickému uspotadani jednotlivych druhii potravin
podle klesajici nebo stoupajici TAC. Sestaveni takovych zebfickti od nejlepSich potravin
k nejhorsim je lakavé. Avsak takovéto zhodnoceni potravin se musi pfijimat s opatrnosti a je
nutno respektovat podminénost zjisténych hodnot rliznymi okolnostmi, napf.:

e oxidacné — redukéni podminky v extraktech potravin a antioxida¢ni potencial jednotlivych
pfirodnich latek v téchto extraktech nejsou shodné s antioxidacni aktivitou té€chto latek a
jejich metabolitt in vivo,

e do krevniho ob¢hu ¢lovéka se dostava z potravy jen ¢ast pozitych ptirodnich latek (asi 20—
50% ) a ta je zpusobem, ktery dosud nebyl uspokojivé objasnén, metabolizovana na
produkty, o jejichZ struktufe a dalSich osudech v organismu neni dosud dostatek
spolehlivych poznatkdi,

e oxidaéni Cinidla pouzivana k detekci antioxidantl v potravnim extraktu in vitro jen
piiblizné simuluji rozmanitou smés oxidacnich agens pusobicich v organismu in vivo

(ZLOCH, CELAKOVSKY, TUMOVA, 2005).
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Nicméné na jafe roku 2010 publikovala skupina 16 autort v ¢asopise Nutritional
Journal ptehlednou databazi o vyskytu antioxidanti ve 3100 druzich potravin, napoji, kofeni

a bylin pouzivanych po celém svéte (viz. tabulka ¢. 4).

Tab. 4 Ukazky obsahu antioxidantii v nékterych prirodnich zdrojich (STRUNECKA,
PATOCKA, 2011).

Zdroj Antioxidanty v mmol/100 g
hiebi¢ek 175-465
mata suSend 72-161
skotice mletd 18-140
oregano 40-97
susené Sipky 54-76
bobkovy list 25-32
ofechy vlasské 13-33
kava filtrovana 1-4
espresso 13-16
cokolada 9-13
slune¢nicova seminka 5,4-75
susena jablka 2-6
bortivkovy dZzem 2,7-4,7
Svestky 2-3,7
cervené vino 1,8-3,7
¢aj 0,6-2,6

2.10 Zasady podavani antioxidanta

Potravinové dopliiky s antioxida¢né plsobicimi latkami jsou dnes uZivany miliony
lidi. To proto, ze se Siroce rozSifila obava z plsobeni volnych kyslikovych radikali.
Antioxidacni plsobeni potravinovych dopliikll a vitamini je tak povazovéno za vSeobecné
pfijimanou zaruku tginku (STRUNECKA, PATOCKA, 2011). Podle Gutteridge a Halliwella
(2010) se jedna o primysl fizeny vefejnou posedlosti po antioxidantech, které jsou vydavany

za bezpetné, zdravi obnovujici molekuly, které bud’ spolkneme v mega davkach rtznych

30




doplnki, ¢i je pfijmeme ve fortifikovanych potravinach. V poslednich letech se vSak hromadi
stale vice pozorovani z rozsahlych studii o piisobeni antioxidantii, které upozoriiuji na mozna
zdravotni rizika spojena s jejich nadmérnou konzumaci (STRUNECKA, PATOCKA, 2011).

Antioxidacni ochrana organismu vsak predstavuje slozity komplex mechanismu, které
pracuji ve vzajemné souhte, dopliuji se a mnohdy i potencuji, navic museji byt v rovnovaze s
prooxida¢nimi latkami, tedy produkci volnych radikalt (McCALL, FREI, 1999).

Bylo zjiSténo, ze pii vysokém a dlouhodobém pravidelném piijmu néekterych
antioxidanti v Cistém stavu ve form¢ rGznych preparati dochazi ke zvratu a antioxidacni
ucinky se méni na prooxidacni, tedy na pravy opak. To bylo prokazano piedevsim u beta-
karotenu a vitaminu E, ale také u vitaminu C a n¢kterych flavonidi. Mechanismy tohoto
zvratu dosud nebyly spolehlivé objasnény. Je vSak tieba zdlraznit, Ze tato zjisténi nic neméni
na doporucenich pfijimat co nejvice antioxidantli potravou, protoze V takovém piipadé
predavkovani nehrozi (KALAC, 2003).

Platenik (2009) uvadi, ze podéavani potravnich dopliikd s antioxida¢nimi vitaminy C,
E, ptipadné B-karotenem a selenem, které bylo pfedmétem rozsahlych a opakovanych studii,
je jednoznacné prospes$né jen v piipadé predchoziho deficitu, jinak je bud’ netGcéinné, anebo
dokonce Skodi. Pti¢inu tohoto antioxida¢niho paradoxu je tieba hledat v komplexité systémil
antioxida¢ni ochrany lidského téla, kde jsou nizkomolekularni antioxidanty jen malou
soucasti, a v dalsich interakcich pouzitych latek s organizmem.

Volné radikdly mohou mezi sebou reagovat, byt metabolizovany, jejich neutralizace
mize byt dost obtizna. Antioxida¢ni ochrana musi byt komplexni a zahrnovat antioxidanty
enzymové, ve vodé a v tucich rozpustné, ale i ionty nutné k tomu, aby v organismu mohla
prob&hnout jejich syntéza (HOLECEK, 2006).

Podavani antioxidantii u chorob a stavii s pfedpokladanou nadprodukci volnych
radikalti ma své teoretické opodstatnéni, pokud sméfuje k obnoveni narusené rovnovahy mezi
prooxida¢nimi a antioxida¢nimi déji. Je vSak tfeba vZzdy mit na mysli, ze jakykoli neuvaZeny
zasah do homeostdzy miiZe mit spiSe negativni, neZ ptiznivé UCinky. Nadmérné potlaceni
produkce volnych radikald by mohlo ovlivnit i jejich potfebné Uc€inky, ke kterym patii napft.
likvidace fagocytovanych mikroorganismi ¢i signalni ptisobeni. Naproti tomu nedostate¢né
davkovani antioxidant, zejména pii jejich prokazatelné depleci, je rovnéz neucinné. Je tieba
varovat pfed neuvazlivym uzivanim rtiznych multivitaminovych preparatl, jejichz slozeni je
mnohdy nevyvaZené a za nimiz lze vidét spiSe firemni ekonomické z4jmy neZ skute¢nou

ucinnost (RACEK, 2003).
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Podavani antioxidanti vSak nemusi byt ucéinné, pokud jejich absorpce
Z gastointestinalniho traktu neni dostate¢na. Nektefi autofi doporucuji nizké davky
antioxidanti 5x denn¢. Pokud to neni mozné, pak doddvat antioxidanty suplementaci.
U nékterych nemoci se antioxidanty vyplavuji do krve ze tkani, kde je jich pak nedostatek.
Diilezité jsou interference pii vstiebavani, jejich metabolismus v organismu, ktery muze
snizovat jejich hladinu, ale i zvySovat jejich ucinnost, ovlivitovat do kterych organt se
ukladaji, jak dlouho se udrzi zvySend antioxidacni kapacita. Antioxidanty rozpustné ve vodé
je mozné podavat kdykoliv s vodou. Antioxidanty rozpustné v tucich je 1épe davat po jidle,
aminokyseliny na la¢no (cca 3 hodiny), mineraly (S vyjimkou zinku) pfi jidle, neni vhodné
kombinovat podani vitaminu C se Zelezem, rostlinné antioxidanty jsou vhodné zapit ¢ajem. I
rychlost vylucovani moci a stolici je dilezita. Pivod antioxidanti byva dilezity, pfirozené
antioxidanty byvaji u¢innéjsi nez syntetické (HOLECEK, 2011, on-line).

Nakonec nés tedy vysledky moderniho vyzkumu biologie kyslikovych radikalii
dovadéji k tém nejprostsim pravidlim zivotospravy, zndmym tisice let. Nékomu se to miize
zdat malo, ale stfidmost v jidle, dieta bohatd na ovoce a zeleninu a pravidelnd, pfimétena
fyzicka aktivita zlstavaji tim nejlepSim zdkladnim doporucenim pro zdravy a dlouhy Zivot.
Vyvézenou dietu zatim neumime nahradit Zaddnou pilulkou a extra podavani antioxidacnich
vitamini nad bé&Zné denni doporucené davky u normalné Zivenych osob medicinské
zdtivodnéni vlastné nema (PLATENIK, 2009).

Odbornici se shoduji v tom, ze Géinnost ptirozenych antioxidantd z ovoce, zeleniny,
Caje a celozrnnych obilovin je vyrazné vyssi nez pii stejné davce Cistych latek podavanych ve
formé potravnich doplikd — tablet apod. Jejich vyrobcei a prodejci to budou zpochybnovat.
Pochopitelné, je to jejich velky byznys (KALAC, 2003).

Zasady podavani antioxidantl:
e Volba vhodného antioxidantu podle mista tvorby volnych radikald.
e Vhodny okamzik podani antioxidantd.
e Doba podavani antioxidant.
e Volba vhodného antioxidantu podle druhu ptisobicich volnych radikald.
e Volba vhodné davky antioxidantu.

e Kombinace antioxidantii (RACEK, 2003).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Cile prace

Cilem druhé ¢asti je uvést metody ¢i postupy, které jsou nejvyznamnéjsi a dnes
nejuzivangjsi a které umoznuji stanovit tzv. celkovou antioxida¢ni aktivitu vzorku (in vitro, in

vivo) ¢i vedou ke zjisténi latek antioxida¢niho charakteru potazmo oxidac¢niho stresu.

3.2  Metodicky pristup

Velkou pozornost musi autor vénovat pravé volbé odborné literatury a zaméfit se na
aktualni, nejnov¢jsi texty respektovanych autort ¢eskych i zahrani¢nich. Autor bude cerpat
Z odbornych knih a periodik v rdmci dané tematiky, a to na poli chemie, biologie, mediciny a
nutri¢nich obort, dale z védeckych sborniki, ptispévka na védeckych konferencich, skript,

v mensi mife pak také z webovych stranek.

3.3 Analytické vlastnosti laboratorni metody

Kazdd metoda ma urcité analytické vlastnosti, které rozhoduji o jejim mozném
aplika¢nim rozsahu, o stupni spravnosti a specificnosti ziskanych vysledkd, tedy o jeji
vhodnosti pro uvazovanou aplikaci. Tyto analytické vlastnosti maji byt nejen znamy, ale
jejich splnéni je 1 pravidelné kontrolovdno. Analytické vlastnosti metod totiz nelze nikdy
zcela oddélit od vlastnosti klinickych, jako je napf. klinickd senzitivita a specifi¢nost ¢i urceni
referenniho rozmezi. Oba aspekty se navzdjem ovliviiuji a dopliuji, a tvoti tak vlastné dvé
strany jedné mince.

Nejvyznamnéjsi analytické vlastnosti:

e Presnost metody — presnost je definovana jako mira shody mezi vysledky ziskanymi
opakovanou analyzou téhoZ vzorku za pfedem stanovenych podminek.

e Pravdivost a spravnost metody - pravdivost je definovana jako tésnost souhlasu mezi
pramérnou hodnotou ziskanou z velkého poctu vysledkli méfeni a dohodnutou referen¢ni
hodnotou. Mirou pravdivosti je velikost odchylky — bias.

e Vztah mezi pravdivosti a pfesnosti.

e Nejistota méfeni — vysledky analyz jsou vzdy zatizeny nahodnymi a systematickymi

chybami, ptfi¢emz tyto chyby nelze nikdy beze zbytku eliminovat. Nejistota je definovana
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jako interval hodnot, v némz se vysledek analyzy s ur€itou pravdépodobnosti odtiivodnéné
nachazi.

e Analyticka citlivost (senzitivita) metody- je dilezita pro urceni rozsahti koncentraci, které
Ize danou metodou stanovit.

e Analytickd specificnost metody — je vlastnost, ktera vyjadiuje, do jaké miry a jakym
zpiisobem je stanoveni urcité latky ovlivnéno jinymi latkami, pfitomnymi v biologickém
materidlu. Takovyto vliv jinych latek na vysledek se nazyva interference. Muze
ovliviiovat vysledek smérem kladnym 1 zdpornym, a to v rizné mife.

e Srovnavani dvou metod pro stanoveni téZze latky — je v klinické biochemii velmi Casté.
Uplatituje se napi. pti zavadéni nové analytické metody. Novou metodu je tfeba porovnat
s metodou dosavadni.

e Souvislost mezi analytickymi vlastnostmi metod a biologickou variabilitou méfenych

parametri (RACEK, 2006).

3.4  Metody stanoveni antioxidacni aktivity

V literatufe lze nalézt velky pocet metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni
aktivity. Jejich rozmanitost vyplyva ze skuteénosti, ze nizkomolekularni antioxidanty mohou
pusobit riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o piimou reakci s radikaly (zhaseni,
vychytavani) nebo reakci s pfechodnymi kovy. Presnéj$i chemické vymezeni mechanismu
jejich Giginku je vsak &asto problematické (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA,
2004). Sekundarni antioxidanty mohou byt rozdéleny podle mechanismu u¢inku na
vychytavace (scavengery), ktefi zachycené ROS pfeméni na neradikalové molekuly, dale na
lapace (trappers), ktetfi pfeménuji ROS na relativné stabilni radikaly a nakonec na zhaSece
(quenchers), ktefi zhasi vytvofené ROS tim, Ze jim nabidnou volny elektron k jejich
stabilizaci (LIZALOVA, 2010). Proto také postupy hodnotici miru antioxidaéniho plisobeni
jsou zalozeny na riiznych principech. Obecné mohou byt kategorizovany do dvou skupin — na
metody hodnotici schopnost eliminovat radikdly a dale na metody posuzujici redoxni
vlastnosti latek (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

Jiné¢ d€leni metod nabizi Fidler a Kolafova (2009), a to na metody chemické a
fyzikalni. Chemické metody spocivaji v pouZiti ¢inidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi
radikaly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Intenzita
zabarveni se méfi nejcastéji spektrofotometricky a rozdil v hodnotach absorbanci méfeného a

slepého vzorku pak udava obsah latek s antioxidaénimi u¢inky (KARABIN, DOSTALEK,
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HOFTA, 2006). Fyzikalni metody stanoveni antioxidac¢ni aktivity nesleduji bezprosttedné
chemickou reakci nebo zmény obsahtll jednotlivych latek, ale zménu fyzikalnich vlastnosti,
které tyto procesy doprovazi (FIDLER, KOLAROVA, 2009).

Zeman aj. (2009) nabizi déleni metod na metody jednak nepiimé, kdy stanovujeme
latky vzniklé jejich ucinkem, jednak piimé, kdy ptimo stanovujeme jednotlivé volné radikaly.

Pro sledovani oxidaé¢niho stresu je tedy mozné zvolit n¢kolik pfistupti:

1. méfit redoxni potencialy antioxidacnich systémii,
2. kvantifikovat pritomné radikaly ve vzorku,
3. sledovat pfitomnost markerd oxida¢niho poSkozeni systému a

4. méfit aktivitu antioxida¢niho systému.

Detekce radikéalu byva velmi obtizna vzhledem ke kratkému casu jejich existence.
V praxi se proto pristupuje k méfeni nasledku jejich ptisobeni. Byly vyvinuty metody, které
méti produkty radikalovych reakci a ukazatele poSkozenych biomolekul a stanovuji zmény
Vv antioxidacni kapacité organismu. Metody stanoveni celkové antioxidacni kapacity jsou
zalozeny na arteficidlni tvorbé radikali v testovaném biologickém materidlu. Méii se pak
schopnost systému radikdlové reakce zastavit nebo zpomalit. Stanovuji se
spektrofotometrickymi, fluorescencnimi ¢i chemiluminiscen¢nimi metodami,
chromatograficky a imunochemicky (STIPEK aj., 2000).

Celkova antioxidani kapacita je dnes jiz rutinn€ stanovovana v Kklinicko-
biochemickych laboratotfich ve vzorcich krevni plazmy a také i1 v jinych typech biologického
materialu. Po dlouhou dobu se k tomuto ucelu pouzivalo napt. standardni radikalové metody
s vyuzitim setu firmy Randox, Velka Britanie (KOPRIVA aj., 2012, on-ling).

Stanoveni obsahu jednotlivych LMWA (Low-molecular Weight Antioxidants)
V komplexnich matricich, jako jsou napf. télni tekutiny, tkanové homogendaty, potraviny
apod., predstavuje pomérné naro¢ny analyticky problém. Proto se obsah antioxidantd
stanovuje nepiimo jako tzv. celkova antioxidacni kapacita (total antioxidant capacity - TAC),
ktera, jak jiz bylo zminéno, pfedstavuje schopnost systému vzdorovat oxida¢nimu stresu
(HRBAC, 2007). Nizké hodnoty TAC pii normalni dieté obvykle koreluji s priibdhem
patologickych stavii, pti kterych je produkovano zvySené mnozstvi ROS. Pro stanoveni TAC
existuje velké mnozstvi metod, pfiCemz nejcastéji pouzivanou metodou je TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity). TEAC odpovida antioxidacni aktivité¢ vzorku, kterd je
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vztazena ke standardni latce — Troloxu. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman2-
karboxylova kyselina) je rozpustny analog vitaminu E (HRBAC,2007).

Nejpresnéjsi, ale i nejdrazsi, je stanoveni pomoci EPR (elektronové paramagnetické
rezonance). Kazda z dalSich metod je zaloZena na jiném principu a lze je tedy jen téZko
srovnavat. Teprve metody FORT pro stanoveni volnych radikali a FORD pro stanoveni
antioxidacni kapacity pfedstavuji relativné levnou a rychlou metodu stanoveni oxida¢niho
stresu, kterou lze provadét i u lizka pacienta. Metody FORT a FORD nevyzaduji drahé
piistrojové vybaveni, metody jsou standardizované¢ (CE), vyzaduji malé mnozstvi
biologického materialu. Vysledné interpretace mohou piinést uspory 1€kt ¢i potravinovych
dopliikli, v€as upozornit na nebezpeéi vzniku nebo rozvinuti fady chorob a na vcasné
stanoveni terapie (HOLECEK, 2012, on-line).

Je nutno podotknout, Ze srovnani hodnot poskytovanych jednotlivymi metodami je
velmi nesnadné, nebot’ jak antioxidantd, tak reaktivnich latek zpisobujicich oxidaéni zmény
je celd tada a prakticky zadna z metod neni schopna obsdhnout tento fakt v celé jeji Sifi

(KARABIN, DOSTALEK, HOFTA, 2006).

3.4.1 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity in vitro vs. in vivo

Antioxidac¢ni kapacita se stanovuje u dvou okruhii vzorkii. U potravin a potravinovych
doplnkt (in vitro) byva obsah antioxidanti povazovan za vyznamnou nutri¢ni hodnotu
(HRBAC, 2007). Z hlediska téchto poznatki je uz po dobu nékolika let pozornost zaméfena
na urceni jednotlivych druhli pfirodnich latek a na separatni hodnoceni jejich chemickych
vlastnosti a biologickych ucinkd. Tato prace je velmi Gporna, pomala, nakladna a malo
perspektivni, nebot’ po€et dosud identifikovanych ptirodnich latek v rostlinném materialu je
vysoky (pfes 6 tisic) a vétSina z nich se vyskytuje v mnoha strukturné odliSnych forméach,
Casto v zavislosti na druhu a odrtidé rostliny, na vegetacnich podminkéch jejich péstovani, na
zpusobu jejich zpracovani apod. (ZLOCH, CELAKOVSKY, AUJEZDSKA, 2004, on-line).

Neméng¢ dulezitou skupinu tvoii vzorky tkani a télnich tekutin (in vivo), u kterych se
Casto sleduje zmeéna antioxidacni kapacity jako odpovéd’ na zménu ¢i pifidavek urcité
potraviny nebo potravinového dopliiku, nebo se sleduje v pribéhu patologickych stavi
(HRBAC, 2007). Pfestoze hodnoceni antioxidaénich vlastnosti piirodnich latek je v oblasti
vyzkumu vénovana Sirokd pozornost, je tfeba piipomenout, zZe fada latek pfijimanych
V rostlinném materialu podléha metabolickym zmeéndm jiz v travicim traktu a jejich ucinek
Vv organismu je dale podstatn€ ovlivnén mirou resorpce a dal$im metabolismem. Proto vyrazna

antioxidacni aktivita zjisténa in vitro nemusi znamenat adekvatné vyznamny ucinek in vivo.
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O metabolickych procesech v travicim traktu, biodostupnosti a farmakokinetice piirodnich
latek nejrizngjiiho charakteru je pfitom dosud znamo velmi malo (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Biodostupnost je povazovéna za nejvyznamngjsi
faktor zpusobujici rozpor mezi antioxida¢ni aktivitou in vitro a ucinkem antioxidanti
V lidském organismu a zahrnuje tfi zékladni slozky (kroky), a to uvolnéni danych latek
Z potravinové matrice, jejich vstfebani v travicim traktu a ptestup do bunck. Vstiebatelnost
uvolnénych antioxidantd je v trdvicim traktu Clovéka obecné relativné nizka. Naptiklad
efektivita vstiebavani ellagové kyseliny a anthokyant z malin €inila jen 1 %, naproti tomu
typicka absorpce glykosidii kvercetinu se pohybuje v rozmezi 20 az 50 % (REBLOVA,
2011).

Komprda (2012) uvadi, ze fyziologicky vyznam fenolovych kyselin spocivajici ve
schopnosti inhibovat tvorbu mutagentl, resp. karcinogent v travicim traktu, tak tento u¢inek
zjistény v pokusech na zvifatech a ovéfeny in vitro, v§ak v humannich studiich dosud nebyl
potvrzen.

Bylo ale také prokazano, ze schopnost odstranovat reaktivni volné radikaly riznych
latek a reaktivni formy kysliku a dusiku a chrdnit nenasycené mastné kyseliny, bilkoviny,
nukleové kyseliny aj. biomolekuly v riznych télesnych tkanich a bunéénych strukturach pred
oxida¢nim rozkladem si antioxidanty uchovavaji i po poziti v potravinach a Ze podobné
vlastnosti maji také produkty jejich traveni a latkové premény v lidském organismu. Tyto
poznatky byly ziskdny a provéfovany v mnoha pokusech s lidskymi dobrovolniky,
v experimentech na zvifatech, v testech na tkanovych kulturach a studiem povahy produktii
jejich metabolismu a vlastnosti téchto metabolitti. Byly také podpotfeny vysledky mnoha
epidemiologickych studii, které umoznily komplexnéji vysvétlit vSeobecné zdravotné
prosp&sny vliv potravy rostlinného pivodu (ZLOCH, CELAKOVSKY, TUMOVA, 2005).

Sledovani souvislosti mezi sloZzenim pfijimané stravy a fyziologickym stavem
organizmu je zakladem pro cilené ovlivnéni reZimu, doprovazeného obohacenim stravy 0
potraviny obsahujici mnozstvi pfirozenych antioxidantd a flavonidd, schopnych do urcité
miry zabranit progresi oxidaéniho poskozeni organismu (HIEMER, MAROVA, ILLEK,
2007).

Ten ma potencidlné znacny biologicky vyznam, nebot” muze jednak ve vlastnim
potravinovém prostiedi in vitro a také in vivo po vstiebani v travicim ustroji odstrafiovat nebo
zmirnovat ucinky oxidacnich faktor (zejména radikal), které vznikaji pii rtznych
fyziologickych procesech ¢i vnéjSich podnétech a mohou podporovat rozvoj nejriznéjSich

patologickych stavii (KOPRIVA aj., 2012, on-ling).
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3.4.2 Zakladni princip analytické laboratorni biochemie

Zjistit ptitomnost urcité latky v objektu naseho zajmu a event. stanovit jeji mnozstvi
1ze totiz pouze mefenim. MéEfit pak umime jedinym zptisobem: systému dodame definovanym
a reprodukovatelnym zptsobem urcitou energii (napf. tepelnou, zafivou, elektrickou), tim
systém perturbujeme (vyvedeme z rovnovazného ¢i ustadlené¢ho stavu) a pak sledujeme bud’
mnozstvi energie, kterou systém absorbuje, nebo mnozstvi energie, kterd se uvolni pfi
nasledném ptrechodu systému zpét do stavu s nizsi energii ¢i do piivodniho stavu. Jde tedy o
to, odlisit mnozstvi energie absorbované ¢i uvolnéné latkou, ktera nads zajima (analytem), od
energie absorbované ¢i uvolnéné ostatnimi slozkami systému.

Jakykoli analyticky postup lze zndzornit timto obecnym schématem:

odbér a uprava separace analyt(l) méreni vyhodnoceni
 ——  E——  ——

vzorki od matrice vzorku vysledkii

(STULIK aj., 2005).

Pted kaZzdou studii, kterd mé& konkrétni cil, musi byt spolu s vybérem vhodnych
analytickych technik vypracovéna strategie odbéru vzorkl. Vzorkovani je operace, pfi niz
oddélujeme casti vhodné velikosti ze zkoumaného celku, a to takovym zpisobem, aby
ziskany soubor vzorki reprezentoval v mezich statistické chyby méfenou vlastnost celku a
umoziioval analyzu (CURDOVA, 2007). Naprosta vétiina in vitro metod pro stanoveni
antioxida¢ni aktivity vyZzaduje extrakci analyzovanych tuhych potravin (REBLOVA, 2011).
K izolaci se nejCastéji pouzivaji rizné druhy extrakce, jako jsou napf. extrakce v Soxhletoveé
extraktoru, vysokotlaka extrakce rozpoustédlem, extrakce s vyuZitim ultrazvuku nebo
extrakce nadkritickou tekutinou. Extrakce samotna je separa¢ni metoda, pfi které prechazi
slozka ze smési latek v kapalné ¢i tuhé fazi do jiné kapalné faze — rozpoustédla. Dulezita je
volba vhodného rozpoustédla fidici se charakterem latky, kterd ma byt extrahovéana
(KLOUDA, 2003).

Na rozdil od destilace, krystalizace a sublimace je extrakce velmi vyhodna pro izolaci
tepelné nestalych latek, protoze se muze provadét i za laboratorni teploty nebo za chladu.
Cilem extrakce je selektivni az specifické odd€leni analytu od ostatnich sloZzek nebo naopak
oddéleni rusicich latek od analytu (STULIK aj., 2005). Separace je operace, pii které se

vzorek déli alespont na dva podily odliSného sloZeni. V feSeni analytickych problémi pii praci
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spravnost a piesnost celé metody (KLOUDA, 2003).

Vyhodnoceni laboratornich vysledkl a néslednd interpretace pii analyze modelovych
vzorklim potravin a potravinovych surovin rostlinného a zivoc¢isného ptivodu je vyznamnou
soucasti analyzy a ucel pro ktery se analyza na danou slozku provadi. Ziskané vysledky
kvalitativnich diikazt (prikazii) a kvantitativnich analyz hodnotime podle stanovenych kritérii
(KOPRIVA aj., 2010).

Antioxidac¢ni aktivita je definovana jako schopnost slouc¢eniny (smési latek) inhibovat
oxida¢ni degradaci riiznych slouCenin (napf. zabranovat peroxidaci lipidil). Pro vzajemné
porovnavani antioxida¢nich ucinkti riznych smési byl v souvislosti s analyzou potravinovych
vzorkll zaveden pojem celkova antioxida¢ni aktivita TAA (total antioxidant activity), ktera
kvalifikuje kapacitu vzorku biologického materialu eliminovat radikaly (SULC aj., 2007).

Pro stanoveni antioxidacni aktivity (AOA) existuje fada analytickych metod. VétSina
pouzivanych metod je zalozena na eliminaci radikali generovanych v reakéni smési — metody
DPPH, TEAC, ORAC, PCL, nebo na ptimém hodnoceni redoxnich vlastnosti metody FRAP,
voltametrie, HPLC-ECD. Pti hodnoceni AOA je posuzovano pasobeni latek rizné chemické
povahy s odlisSnymi reakénimi mechanismy a pouzivaji se metody zalozené na rizném
principu. Vysledky stanoveni AOA jednotlivymi metodami jsou proto povazovany za odhad
AOA, ktery zavisi na fad¢ faktord, jako je typ pouzitého radikalu, matrice vzorku, iniciator,
pfitomnost prechodnych kovil, komplexita reakéni kinetiky, pouzity standard (HOLASOVA,
FIEDLEROVA, 2011).

3.4.3 Problematika stanoveni rostlinnych fenolickych latek

Vzhledem k chemické diversité antioxida¢nich komponent pfitomnych v ovoci neni
dosud obsah jednotlivych latek nikde k dispozici. Detekce terapeuticky aktivnich slozek
V biologické matrici byva Casto komplikovana, zjisténé kvantitativni hodnoty se v mnohych
studiich 1i8i a mnohdy dochazi k situaci, Ze pfitomna latka neni detekovana ani s vyuzitim
efektivnich separa¢né-analytickych metod. Kromé toho mnozstvi jednotlivych antioxidantl v
jednotlivych druzich nemusi nutné vyjadiovat celkovou antioxidacni kapacitu. Stanoveni
antioxidacni aktivity je jednou z moznosti pro vyjadieni biologické a nutri¢ni hodnoty ovoce.
Tato veli¢ina kolisa v zavislosti na typu polyfenolickych sloucenin piitomnych v ovoci, a také
na tom, ze nekteré typy fenolickych sloucenin vykazuji vyssi antioxidacni aktivitu nez ostatni.

Metody jejiho stanoveni se nejcasteji zakladaji na pfimé reakci studované latky s radikaly
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(zhaseni nebo naopak jejich vychytavani) nebo na reakci s pfechodnymi kovy (SOCHOR aj.,
2011).

Dnesni uroven pfistrojové techniky pouzivané v analytické chemii umoziuje stanovit
obsah a strukturu vSech realn¢ se vyskytujicich ptirodnich latek, a proto tak rychle stoupa
jejich pocet a pocet jejich poznanych metabolitl. Takovyto sice velmi exaktni, ale nadkladny
postup, je vyuzivan v modernich vyzkumnych pracovistich, ale ma spiSe povahu zakladniho
vyzkumu bez bezprostiedniho dopadu do bézné praxe ocenovani biologické hodnoty potravin.
Proto byly béhem uplynulého desetileti zavedeny nové metody laboratorniho urcovani
antioxida¢niho potencialu potravin, které dovoluji postihnout a souhrnné vyhodnotit sumu
vSech antioxidacné ucinnych slozek (v jednom druhu potraviny jich mize byt i nékolik set), a
to metodami pomémé jednoduchymi, levnymi a rychlymi (ZLOCH, CELAKOVSKY,
TUMOVA, 2005).

Na mnoZzstvi vstfebanych antioxidanti vSak ma vliv mnoho faktordi jako stav GIT,
jejich puvod, skladovani a zpracovani potravy, vek, slozeni antioxidanti aj. (RACEK,
HOLECEK, 2011)

V oblasti chemické analyzy a biologického hodnoceni jakosti rostlinnych produktt
byly v poslednich letech vypracovany cetné metody, které umoziuji stanovit celkovou
antioxidacni aktivitu vzorku. Jsou principidlné zna¢né navzajem odlisné a postupné se vyvijeji

jejich roizné modifikace (SULC aj., 2007).

3.4.4 Chemické metody

Chemické metody spocivaji v pouZiti Cinidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi
radikéaly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Intenzita
zabarveni se méfi nejcastéji spektrofotometricky a rozdil v hodnotach absorbanci méteného a
slepého vzorku pak udéva obsah latek s antioxidacnimi Gcinky (KARABIN, DOSTALEK,
HOFTA, 2006).

3.4.4.1 Metoda DPPH

Tato metoda je povaZovana za jednu ze zakladnich metodik pro posouzeni
antiradikdlové aktivity &istych latek i riznych smésnych vzorki (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). DPPH test je zalozen na schopnosti stabilniho
volného radikalu 1,1-difenyl-1-pikryl-hydrazylu reagovat s donory vodiku. DPPH vykazuje
silnou absorpci v UV a VIS spektru (SULC aj., 2007). Pii vinové délce 517 nm se sleduje

ubytek absorbance, pfi¢emz dochazi k odbarvovani fialového roztoku DPPH radikélu vlivem
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antioxida¢nich latek obsazenych ve vzorku. M¢éfeni se provadi po uplynuti dané doby
spektrofotometricky (TEPE aj., 2006). Nebo se pracuje V kinetickém rezimu (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Intenzivni fialové zabarveni méfitelné p¥i 520 nm
je zptisobeno neparovym elektronem na dusiku hydrazylu (KARABIN, DOSTALEK,
HOFTA, 2006). Antioxida¢ni aktivita se pak vyjadii jako procenticky ubytek absorbance

podle vzorce nebo pomoci kalibra¢ni fady je piepoctena na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

3.44.2 Metoda FRAP

Tato technika (Ferric Reducting Antioxidant Potential) je zalozena na redukci
zelezitych komplexi, napf. Fe*" - TPTZ (TPTZ = 2,4,6- tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin), které
jsou bezbarvé a po redukci a pfipadné reakci s dal§im ¢inidlem vytvareji barevné produkty,
napi. berlinskou modi. Metoda FRAP tedy kvantifikuje schopnost antioxidanti redukovat
tento komplex, jehoz preménou vznikd intenzivné fialové zbarveny produkt, ktery je
detekovan spektrofotometricky pii vinové délce 593 nm. Na rozdil od technik TRAP a ORAC
jsou touto metodou méfeny spiSe redukcni vlastnosti antioxidantd. Velkd vyhoda FRAP
spocivé v jeji relativni jednoduchosti. (KOPRIVA, 2012, on-line).

Metoda FRAP kvantifikuje schopnost antioxidantd redukovat bezbarvy Zzelezity
komplex Felll-TPTZ (TPTZ = 2,4,6-tris(2-pyridyl-1,3,5-triazin) Redukci vznika intenzivné
fialové zbarveny produkt, ktery je stanoven spektrofotometricky pii 793 nm (HRBAC, 2007).

Metoda FR nebo FOX (Ferrous oxidation assay) je zalozena na redukci Zelezitych
komplext jako je TPTZ (2,4,6- tripyridyl-S-triazin), ferrikyanid aj., které jsou téméf bezbarvé
a po redukci a event. reakci s dal§im ¢inidlem vyvafi barevné produkty, jakym mize byt napf.
berlinska mod. (ZLOCH, CELAKOVSKY, AUJEZDSKA, 2004, on-line)

Metoda ma své limity spocivajici v tom, Ze méfeni probiha pii nefyziologicky nizké
hodnoté pH (3,6), nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické a thioly,
navic vznikajici Fe?* je in vivo jednim z reaktanti Fentonovy reakce. Metoda FRAP tak odrazi
pouze schopnost latek redukovat ion Fe** a scelkovou antioxida¢ni kapacitou nemusi
korelovat (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

Fidler a Kolarova (2009) taktéZ upozoriiuji na nevhodnost pouziti této metody pro
polyfenolické latky, které reaguji s komplexem pomalu, a pro méfeni vzorkt s velmi nizkou

hodnotou pH. Naproti tomu jej doporucuji jako vhodna pro méfeni ve vodném prostiedi.

3.4.4.3 Metoda TEAC
Je jednou ze zékladnich a nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni celkové antioxidacni

aktivity TAA. Nékdy téz oznaovana jako ABTS metoda. Testuje schopnost vzorku ¢i latek
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zhaset kation-radikdl ABTS™ (2,2-azinobis(3-ethyl-2,3dihydrobenzothiazol-6-sulfonat). Je
také ale oznacovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), vzhledem
k tomu, ze vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou
syntetické latku Troloxu (6-hydroxy -2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)
(PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

radikélovou formu, ktera je barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti antioxidacné aktivnich
slozek extrahovanych ze vzorku potraviny se redukuje, a tim odbarvuje. Rychlost a mira
odbarveni jsou umérné antioxida¢ni aktivité vzorku. Aby vyjadfeni této kvality vzorku bylo
standardni, stanovuje se shodnym postupem TEAC v piitomnosti pouhého askorbatu,
Troloxu, gallatu, epikatechinu nebo jinych klasickych antioxidanti. Jak jiz bylo feceno,
nejcastéji pouzivanym prekursorem radikdlu je jiz vySe zminény tzv. ABTS, tj. 2,2'-
azinobis.(3- ethylbenzothiazolin)-6-sulfonat, iniciatorem, ktery ji pfeménuje na modrozeleny
radikal ABTS", je latka AAHP, tj. 2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid, ale také
peroxid vodiku, ferrokyanid, persiran nebo peroxidasa z kienu ve smési s peroxidem vodiku
aj. (ZLOCH, CELAKOVSKY, AUJEZDSKA, 2004).

Pii vlastnim experimentalnim méfeni se uzivaji dva postupy. V prvnim se antioxidant
pfidava do reakéni smési, ve které byl jiz vytvoren radikal ABTS®+, pfi druhém postupu je
antioxidant v reakéni smési piitomen pfi generovani radikalu ABTS ® + (FIDLER,
KOLAROVA, 2009).

Metoda stanoveni TAA vzorkd pomoci ATBS je jednoducha, rychla v provedeni a ma
Siroké uplatnéni, od hodnoceni antioxidacni aktivity latek rtizného ptivodu az po smésné

vzorky (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

3.44.4 Metoda ORAC

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) je fluorescen¢ni metodou.
Fluorescence jako absorpce ultrafialového zafeni vede k excitaci z vibracniho stavu na
zakladni elektronové hladin€é na jednu zmnoha vibracnich hladin v elektronovém
excitovaném stavu. Jde obvykle o prvni excitovany singletovy stav. Molekula na vysoké
vibraéni hladin€ ztraci pii kolizich s okolnimi molekulami rychle energii a ptfechazi na
hladinu ze singletového excitovaného stavu vyzafenim nadbyte¢né energie emisi fotonu.

Hovofime o zafivém pfechodu na zakladni hladinu (KLOUDA, 2003).
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Metoda ORAC je velmi podobna metodé TRAP (viz. kap. 5.2.5.2.). Na rozdil od R-PE
u metody TRAP je u ORAC jako fluorescentni indikator pouzivan fluorescein (HRBAC,
2007). Pii pouziti metody ORAC se v testovaném systému generuji kyslikové radikaly a
hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit radikélovou reakci (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Radikal se uréuje kvantitativné fluorimetricky a
hodnoti se rychlost tibytku signalu po pfidani testovaného vzorku (ZLOCH, CELAKOVSKY,
AUJEZDSKA, 2004, on-line).

Metoda byla vyvinuta v National Institute of Aging (soucast the National Institutes of
Health (NIH), Baltimore, USA). United States Department of Agriculture pravidelné
publikuje hodnoty ORAC pro potraviny, vyrobci potravin je Casto uvadéji na obalech.
Organizace Oracwatch (www.oracwatch.org) vydava certifikat, ze hodnoty ORAC byly
ovéfeny v jejich laboratofich (HRBAC, 2007).

Metoda ORAC méfi piimo antioxidaéni kapacitu proti peroxylovému radikalu
generovaného z AAPH 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid pfi 37 °C. Jako
fluorescen¢ni proba je pouzit fluorescein (FL). Ztrata fluorescence (FL) indikuje stupen
poskozeni vzorku (plazmy) z reakce s peroxylovym radikdlem. Protektivni ucinek
antioxidantu je vyhodnocen z plochy pod namétfenou fluorescen¢ni kiivkou a je srovnan proti
blanku, ve kterém neni antioxidant pfitomen. Jako standard je pouzit 1uM Trolox. Vysledek
je vyjadien jako ekvivalent Troloxu. Fluorimeter detekuje pfi nastaveni: excitacni vinova
délka = 485 nm a emisni vlnova délka = 520 nm. Vysledné namétené hodnoty jsou ve
skutecném ¢ase méfeni v minutach a jsou pfepolitany (vztazeny, tedy podéleny) k pocatecni
hodnot& fluorescence (LIZALOVA, 2010). K vyhodnoceni vysledkii se vyuziva AUC (Area
Under Curve/Plocha pod kiivkou) (FERRET], 2011, on-line).

Detekce je zalozena na sledovani ubytku fluorescence po ataku radikaly. Pro generaci
peroxylovych radikalti se pouZiva jiz vySe zminény AAPH, pfi generaci hydroxylovych
radikali pak systém H,0, + Cu®*. Vzhledem k tomu, Ze tyto radikaly patii k nejreaktivngjsim,
patii test ORAC k dilezitym parametriim charakterizujicim antioxidanty. Originalni metoda
ORAC pg, kterd pouziva jako sondu fykoeritrin (B-PE — oxidaci ¢inidlem ABAP), ma Siroké
vyuziti a poskytuje vyznamné informace o antioxidacni kapacité¢ vzorkii rizného typu. Pii
stanoveni antioxidacni kapacité polyfenolt vSak byla popsana n€kterd omezeni, kterd se tykaji
vlastnosti B-PE (napi. omezena fotostabilita). Zavedenim jiného typu fluorescenéni sondy, a
sice fluoresceinu (FL), se metodika ORACk_ zpiesiiuje. Uvadi se, ze metoda ORACk_ je
exaktnéjsi v dasledku presného a jednoduchého reakéniho mechanismu, ktery spociva

v klasickém pienosu vodiku (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).
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Lizalova (2010) v ramci studie aplikaci metod uréenych k analyze oxidacniho stresu
srovnala metodu TRAP a ORAC v biologickém materidlu. Obéma témito metodami byla
stanovena a porovnana antioxidac¢ni kapacita ve 108 vzorcich plazmy pacientti s chronickou
pankreatidou z 1. odbéru. Po vyhodnoceni a porovnani dat bylo ziejmé, ze metoda TRAP je

citlivéjsi ve srovnani s metodou ORAC.

3.4.5 Fyzikalni metody

3.4.5.1 Elektronova paramagneticka rezonance

Volné radikaly lze stanovit pfimo metodou EPR (electron paramagnetic spin
resonance spectrometry, téz ESR — electron spin resonance), coz je v soucasné dobé
nejpresnéjsi metodou stanoveni.

Jednou z metod detekce volnych radikalu je elektronova paramagnetickd (spinova)
rezonan¢ni spektrometrie. EPR (ESR) pfimo prokazuje pfitomnost volnych radikalu a jejich
identitu. Principem je vystaveni vzorku mikrovinnému zéafeni v silném magnetickém poli.
Sleduji se zmény kmitoctu tohoto zafeni pii prichodu vzorkem v zavislosti na ménici se
intenzité¢ magnetického pole. Energetické pfechody neparovych elektroni se projevi jako
typicky signal na osciloskopu (WEIL, BOLTON, WERTZ,1994).

V klasickém ESR experimentu jsou radikaly, ¢i vzorky obsahujici radikaly vkladany
do dutiny rezonatoru spektrometru, véetn¢ piirodnich ¢i biologickych vzorkli. Vzhledem
k tomu, ze b&Zné sklo rovnéz absorbuje mikroviny, musi byt pouzivané kyvety vyrobeny
z kiemene. Detekéni limity metody jsou cca 10™° molu radikalovych astic. Vzhledem k této
koncentraci je limitujicim faktorem doba Zivota obvykle ne pfili§ stabilniho radikalu, tak, aby
pii obvyklych elektrochemickych koncentracich, objemu kyvety a proudivé hustoté vznikla
stacionarni koncentrace radikali dostatecna k detekci a zaznamenani ESR spektra
(JANDERKA, 2007).

Principem je schopnost urcit pfitomnost iontt, které obsahuji neparové elektrony. To
je vhodné pro stanoveni volnych kyslikovych radikald, popft. jejich komplext. Jako ¢inidla se
nejcastéji pouzivaji N-terc-butyl-a-fenylnitron a 2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H-pyrrol-1-oxid
(DMPO). Byl prokéazan fakt, Ze k tvorbé hydroxylového radikalu nedochézi ihned po zapoceti
testu, ale az po urCitém casovém posunu. Tento €as pak miiZze byt vyuzit jako indikator
endogenni antioxidaéni aktivity vzorku (KARABIN, DOSTALEK, HOFTA, 2006).

Elektronové paramagnetickd rezonance ma mensi vyuziti nez NMR. Nemize byt totiz
vyuzita pro normalni molekuly se sparovanymi spiny, ale pouze pro latky se spiny

neparovych elektronti. Vyuziva se pro studium radikalti vznikajicich v pribéhu chemickych
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reakci nebo radiaci nebo radikaly, které¢ slouzi jako sondy pro zkoumani biologickych struktur,
komplexy s pfechodnymi kovy nebo molekuly v tripletovém stavu. Vzorek mize byt plyn,
kapalina 1 pevna latka, ale rotace molekul v plynné fazi zptisobuje obtize (ATKINS, PAULA,
2002).

Existuji spektrometry EPR s Fourierovou transformaci (FT) i spektrometry CW (z
zdroje (klystronu nebo Gunnova oscildtoru), dutiny, kam se vklada vzorek ve sklenéné nebo
ve kiemenné kyveté, mikrovinného detektoru a elektromagnetu, jehoz pole se méni v rozsahu
0,3 T. Spektrum EPR se ziska tak, ze se zaznamendva absorpce mikrovinného zafeni

v zavislosti na velikosti pole (ATKINS, PAULA, 2010).
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Obr.4 Schéma spektrometru (CHEMINFO, 2013, on-line).

EPR spektroskopie je zaloZena na absorpci mikrovinného zafeni neparovymi elektrony
za pfitomnosti silnych magnetickych poli. Tim je umoZnéno studovat: a) volné radikaly
riznych typd, napf.: hydroxylové, superoxidové, nitroxidové radikdly, b) paramagnetické
komplexy (napi. Cu2+, Fe3+, Mn2+ a dalsi), ¢) excitované stavy (molekuly s vybuzenym
elektronem). V ptipadech, Ze se jedna o relativné stabilni radikdly, je mozné jejich pfimeé
méfeni v plynném, kapalném i pevném stavu. U nestabilnich radikald s kratkou dobou Zivota
se pouzivd metoda spinového zachytu (,,Spin Trapping*). Je to metoda chemické stabilizace

radikalt, kterd prodluzuje dobu jejich zivota. Kratkodobé zijici radikdly reaguji
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S nitrososlouc¢eninami nebo S nitrony, a tim se pfevedou na stabilni radikaly. Nejéastéji
pouzivané radikalové lapace jsou: 5,5’-dimethyl-1--pyrrolin-N-oxid (DMPO), 5-
(diethoxyfosforyl)-5-methyl--1-pyrrolin-N-oxid (DEPMPO), 2-ethoxykarbonyl-2--methyl-1-
pyrrolin-N-oxid (EMPO), N-terc-butyl-[J-fenylnitron (PBN) a 1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-
4-oxopiperidin (TEMPONE-H) (viz obr. 1). Spektra EPR téchto adukti s volnymi radikaly
jsou pro urcité druhy radikalii charakteristickd. Metoda umoziuje zjistit druh radikald, jejich
koncentraci i ¢asové zmény (ZEMAN aj., 2009).

Obdobn¢ jako proton se v magnetickém poli chova elektron. Jeho magneticky moment
vSak miii na opacnou stranu nez spin, nebot’ elektron ma zaporny naboj. Také u elektronu
vznikd ve vngjSim magnetickém poli dvouhladinovy systém. Na tomto jevu se zaklada
spektroskopicka sestra NMR, elektronova paramagnetickd rezonance (EPR nebo ESR).
Hmotnost elektronu je vS§ak mnohem mensi nez u jader a to vede k tomu, Ze v EPR se bézn¢
pouziva magnetického pole 0.3 T a frekvenci kolem 9 GHz (vinova délka asi 3 cm, tedy
mikroviny). Z hlediska pouziti této metody tu vSak je podstatny rozdil. Pomoci NMR je
mozné studovat vétSinu molekul, zvlasté organickych a biomolekul. EPR vSak ,,vidi“ jen
molekularni entity velmi speciélni, takové, které maji nenulovy elektronovy spin, tedy ¢astice
s neparovymi elektrony, kterym casto fikdme radikaly. Na tuto ,,nevyhodu® lze pohlizet i
obracen¢. Pro chemiky, ktefi se zabyvaji radikaly, je EPR metodou ¢islo jedna a metoda ¢islo
dvé neexistuje.

EPR metoda je vysoce citliva a dovede pfitomnost radikalti nejenom prokazat, ale i
kvantifikovat. Kromé¢ toho mizeme v EPR spektrech v roztocich pozorovat hyperjemnou
strukturu (HJS). Ta vznika diky interakcim spinu neparového elektronu s magnetickymi jadry.
Analyzou HJS ziskavame informace o struktufe radikalt. (MASARYKOVA UNIVERZITA,
2011, on-line).

Z metod, které jsou efektivné schopny detekovat piitomnost volnych radikald,
jednoznaéné dominuje EPR spektroskopie. Pfimé stanoveni volnych radikdld se provadi
pomoci EPR. EPR spektroskopie, ¢asto nazyvana také jako elektronova spinova rezonance
(ESR), patii do skupiny magnetickych rezonan¢nich metod. Ve vSeobecnosti je
nejpouzivanéj$i spektralni metodou pro studium charakteru radikalovych meziprodukti.
Pouziti EPR je na rozdil od Sirokého uplatnéni nukledrni magnetické rezonance (NMR)
omezeno jen na systémy, které maji paramagnetickou povahu (tzn., Zze obsahuji neparové
elektrony). Elektron kolem vlastni osy nerotuje. Jeho nerozlu¢nou vlastnosti je vSak ,,vnitini‘
moment hybnosti — spin. Pravidla chovani spinu jsou sice, z pohledu nasich makroskopickych

zkuSenosti, ponékud zvlastni, avSak velmi jednoduchd a zndme je pfesné. Je — li vice
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elektroni pohromad¢é (napt. v molekulach nebo atomech), chovaji se tak jako by se fidily
vehlasnym Pauliho principem a vétSinou vytvofi pary liSici se pouze opacnou orientaci spinu.
Valenéni elektrony se viak nékdy nesparuji. Docela ¢asto proto, Ze je jich lichy podet. Castice
s nevykompenzovanym elektronovym spinem (a pouze takové) Ize ,vidét“ pomoci
elektronové paramagnetické rezonance (CHEMPOINT, 2013, on-line).

Metoda EPR spektroskopie je vyhodna jak z hlediska velké citlivosti, kdy v ptiznivych
podminkéch lze m&Fit paramagnetické systémy s koncentraci az 10 °mol.dm™, tak z hlediska
vypoveédi o reaktivité a molekulové struktuie. Touto metodou se dokézala napi. pfitomnost
volnych radikala v proteinech, v semenech Vv priabéhu jejich kliceni, v listové zeleni,
Vv celulozovych vldknech, ve ving, v ozatenych preparatech virti, bakterii, antibiotik, steroida
(CHEMPOINT, 2013, on-line).

Tato metoda, vzhledem k cen¢ piistroje a obtizim v preanalytické fazi a nemoznosti ji
pouzivat pro rutinni vySetfeni, slouzi jen jako referenéni metoda. Nejcastéji jsou proto
pouzivané metody nepiimé, tj. nasledky uc¢inku volnych radikald. Sleduji se tzv. TBARS
(thiobarbituric acid reactive species), malondialdehyd a dalsi produkty lipoperoxidace,
stanovuji se karbonyly jako produkty oxidace proteini aj.

Tato metoda ovSem vyZaduje velmi drahé laboratorni vybaveni, stanoveni je finanéné
narocné a bézné rutinni vySetfovani touto metodou neni tedy mozné. Navic touto metodou
stanovujeme okamzity stav a nikoliv jiZ zptisobena radikalova poskozeni (HOLECEK, 2012,
on-ling). Lze kvalitativng i kvantitativné stanovit rtizné volné radikaly. Zatim v CR lze
provadét sledovani zmén volnych radikald napt. v ocase krysy. Jisté by byly zajimavé pokusy
napft. tvorby volnych radikalti koufenim a sledovani jejich ovlivnéni poddvanim antioxidantt
u lidi i v casovych intervalech. Timto zpisobem by se vyhodnocovala komplexnost
antioxidacni ochrany, ale i rychlost a G¢innost jednotlivych antioxidantl a jejich kombinaci
(HOLECEK, 2006).

Zeman a kol. (2009) v pilotni studii (Stanoveni hydroxylovych a nitroxidovych
radikalti u deprese a hyperlipidémie elektronovou paramagnetickou rezonanci) prokazali
moznost pfimého méfeni koncentrace hydroxylového a nitroxidového radikalu v lidském séru
metodou EPR. Zjistili zvySeni koncentraci nitroxidového radikalu v séru nemocnych
s depresi, coz podporuje hypotézu o plsobeni oxidacniho stresu v patogenezi deprese, ktera je
v soucasné dobé€ intenzivné studovana. EPR metoda se pouZiva vétSinou pouze v zdkladnim
vyzkumu orientovaném na chemii, nicméné vysledky prace ukazuji na moznost jejiho vyuZziti
i v oblastech klinického vyzkumu onemocnéni, spojenych s oxidaénim stresem —

aterosklerdza, neurodegenerativni onemocnéni, diabetes mellitus a dalsi.
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Obr. 5 Elektronovy spektrometr (EPR FACILITY, 2012, on-line).

3.45.2 Chemiluminiscence

Chemiluminiscence, jinak téZ chemické svétlo vznika piimou pfeménou chemické
energie na svételnou. Uvolnéna chemickd energie ptfevadi atomy nebo molekuly do
energeticky bohatsiho, tzv. excitovaného stavu, které takto ziskanou energii uvoliuji ve forme
svételnych kvant (fotontl). Tato metoda se predev§im pouziva pro stanoveni intenzity oxidace
lipidi s pouzitim luminiscenénich &inidel isoluminol a pyrazin-3-on (KARABIN,
DOSTALEK, HOFTA, 2006).

Chemiluniscence nastava, produkuje-li chemicka reakce elektronové excitované latky,
které emituji fotony, aby dosahly zakladniho stavu. S témito reakcemi se mnohdy setkdvame
Vv bilogickych systémech (KLOUDA, 2003).

K star§im a dodnes nejpouzivanéj$im metoddm stanoveni TAC patii metoda TRAP
(Total Radical-Trapping Potential), vyvinutdi Waynerem a kol. (HRBAC, 2007). TRAP je
luminometrickd (chemiluminiscen¢ni) metoda — méfi piimo antioxidacni kapacitu proti
peroxylovému radikalu. Princip chemiluminiscen¢nich metod spociva v tom, Ze luminiscenc¢ni
proba (v naSem piipadé luminol) reaguje s oxidantem za vzniku intermediatu v excitovaném
stavu. Excitované elektrony ptechdzeji zpét na piivodni hladinu a pii prechodu vyzafi urcité

kvantum svétla, které je zesileno fotondsobi¢em a detekovano fotodetektorem luminometru.
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Svételny signal je pfeveden na signal elektricky, ktery je vyjadien v milivoltech anebo
v relativnich luminiscenénich jednotkach (RLU) — podle typu piistroje (LIZALOVA, 2010).

V nejpouzivanéjsi varianté¢ této metody je rychlost peroxidace proteinu R-
fykoerythrinu (R-PE) vyvolana termalnim rozkladem (za pokojové ¢i mirné zvysené teploty)
2’-azobis(2-amidinopropanu) hydrochloridu (AAPH) monitorovana fluorescenéni metodou.
Pridavek vzorku obsahujiciho LMWA zpisobi Gplné potlaceni peroxidace do doby, nez jsou
LMWA spottebovany. Prodleva nastupu peroxidace (lag-faze) je pfimo imérné antioxidaéni
kapacit¢ vzorku. TRAP parametr se vyjadiuje v jednotkdich TEAC (trolox equivalent
antioxidant capacity) — tj. jako koncentrace troloxu, ktera vyvolad stejnou prodlevu jako
vzorek. Relativni antioxidacni kapacita se pak vyjadfuje jako koncentrace Troloxu se stejnou
antioxidaéni kapacitou jako ma 1 mmol, 1 ml &i 1 g stanovovaného vzorku (HRBAC, 2007).

Zakladem metody TRAP je produkce peroxylového radikdlu termalni dekompozici
ABAP  (2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid) pii 37°C. Detekce vznikajicich
radikalti se projevi zesilenou chemiluminiscenci (CL), kterd je zprostfedkovana ptidavkem
luminiscen¢ni proby - luminolem (hydrazid kyseliny 3-aminoftalové) na luminometru.
Pfidanim vzorku s antioxida¢nimi vlastnostmi dochdzi k tomu, Ze antioxidaéni latky ve
vzorku vychytdvaji peroxylovy radikdl a zamezuji tak oxidaci luminolu. To se projevi jako
pokles chemiluminiscen¢niho signdlu na uroven pozadi. Jakmile se antioxidacni latky ve
vzorku vycerpavaji, signal zafina stoupat, az dosdahne vrcholu piku a znovu se ustali na
stabilni urovni az do vycerpani zdroje peroxylového radikalu. Tato doba je pifimo umérna
antioxidacni kapacité testované latky. Z CL kiivky je jako parametr této kapacity odc¢itana
doba dosazeni 50% puvodniho signalu. Pro posouzeni antioxidacni kapacity extraktu je
pouzivano standardni mnozstvi troloxu, ktery vychytava peroxylové radikaly (jedna molekula
troloxu neutralizuje dva peroxylové radikdly). Z hodnot dosazeni 1/2 piku (50% CL signal)
pro dany vzorek a pro Trolox se vypoéte celkova antioxidaéni kapacita vzorku (LIZALOVA,
2010).

Ke star$im a dodnes nejpouzivanéjSim metodam stanoveni TAC patii metoda TRAP
(z angl. Total Radical-trapping Potential) s detekci fluorescen¢ni technikou. Parametr TRAP
se vyjadfuje v jednotkdch TEAC, tj. jako koncentrace Troloxu, kterd vyvola stejnou prodlevu
jako samotny vzorek. Relativni antioxida¢ni kapacita se pak vyjadfuje jako koncentrace
Troloxu se stejnou antioxida¢ni kapacitou jako ma 1 mmol, 1 g €1 1 ml stanovovaného vzorku
(KOPRIVA, 2012, on-line).

Karabin, Dostalek a Hofta (2006) vyuzili tuto metodu pro stanoveni antioxidacni

aktivity v pivovarnictvi. Bylo zjisténo, ze rozhodujici vliv na intenzitu oxidace lipidi ma
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jednak teplota, kdy bylo dosazeno nejvyssi intenzity luminiscence pii teplotach okolo 65 oc,
jednak intenzita michéni. To odpovida podminkém, které jsou bézné pfi rmutovani, které bylo
jiz dfive povazovéano za kriticky krok z hlediska oxidace lipidovych slozek pii piipraveé
mladiny.

Srovnani antioxidacnich vlastnosti metodou chemiluminiscence v pivu a viné se
vénovali ital§ti autofi, ktefi zaroven ovéfili pro tyto napoje vztahy mezi antioxida¢nimi

vlastnostmi zjisténymi touto metodou a obsahem polyfenolickych slozek.

3.4.5.3 Stanoveni redox potencialu

Toto stanoveni se uplatiiuje predevSim v pivovarském pramyslu. Poprvé bylo
stanoveni redox potencidlu v pivovarském primyslu pouzito jiz ve tficatych letech minulého
stoleti. Nejprve se stanovovalo s pomoci kolorimetrické detekce, postupem ¢asu se vyzkum
soustfedil vyhradné na elektrochemické stanoveni rH (redox potencial vztazeny ke standardni
vodikové elektrod€). Byly urceny tfi skupiny latek, které zasadné ovliviiuji hodnotu redox
potencialu, a to rozpustény kyslik (hodnota rH je linedrné zavisla na jeho koncentraci), t€zké
kovy a jejich komplexy (zejména Zzelezo a méd’) a latky povahy redukton. Bylo rovnéz
prokazano, ze méfené potencidly vyjadiuji pouze okamzity oxidacné-redukéni vliv
zminovanych latek ve vzorku, proto hodnoty nemohou byt pouzity pro kvantifikaci obecnych
antioxidacnich vlastnosti vzorku, nebot’ na ném se podileji 1 dalsi, elektrochemicky neaktivni
latky. Dalsi vyzkum se proto pouze omezil na optimalizaci pouzivanych systému s tim, ze
sledovani redox potencidlu bude mit pouze informativni charakter a bude pouzivano jako

zpiisob sledovani obsahu rozpuiténého kysliku (KARABIN, DOSTALEK, HOFTA, 2006).

3.4.6 Lipidové€ peroxidacni metody

Lipoperoxidace postihuje lipidy, které maji tzv. konjugované dvojné vazby (tj. alespon
dveé dvojné vazby mezi vazbou jednoduchou, obecné byvaji oznatovany PUFA — vice (poly)-
nenasycené¢ mastné kyseliny). Vznikaji z nich metabolity, z nichz jsou vyznamné nékteré
aldehyd (malondialdehyd, 4-hydroxynonenal aj.). Aldehydy maji kancerogenni ucinky.
Malondialdehyd se vSak rychle odbourava a vaze na aminoskupiny bilkovin, ¢imZ pevné spoji
dvé casti bilkovin a tim poskodi jejich funkci. V krvi jeho hladina kolis4 rychle podobné jako
glykemie. Lipofusciny se hromadi napft. pod kiizi a vytvaii jeji staiecké zabarveni. Oxidovany
LDL-cholesterol podporuje vznik aterosklerozy atd. (HOLECEK, 2011, on-line).

Lipoperoxidy jsou nestabilni a rozkladaji se za vzniku Sirokého komplexu riznych sloucenin
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vcetn¢ reaktivnich karbonylovych sloucenin, jako jsou ptfedevSim nckteré aldehydy
(malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (4-HNE)) (SIEMS, GRUNE, 2003).

Malondialdehyd (MDA) je jednim z hlavnich biochemickych markerdt miry
lipoperoxidace a posouzeni u¢inka oxidativniho stresu. V organismu zpiisobuje zesitovani a
polymeraci proteinti nebo nukleotidd s naslednou mutaci. Tento toxicky aldehyd ma vyznam
uz od 60. let minulého stoleti. Vyskytuje se predev§sim v enol-form¢ a primarnim zdrojem
MDA je peroxidace nenasycenych mastnych kyselin fady PUFA (KOPRIVA aj., 2012, on-
line). Malondialdehyd piedstavuje potencidlné rizikovou latku v potravinach piipravenych za
vysoké teploty (KOPRIVA aj., 2010).

Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv antioxidantu na lipidovou peroxidaci,
od nejjednodussich, které jsou provadény s jednoduchymi lipidy a v jednoduchych fazovych
biologické membrany jako matrici. Castym postupem je uziti fosfolipidovych liposomii nebo
studium na mikrosomech. Dalsi modifikaci je sledovani lipidové peroxidace na tkanovych
homogenatech, mitochondriich nebo LDL-&asticich (PAULOVA, BOCHORAKOVA,
TABORSKA, 2004).

Pii oxida¢nim poskozeni lipidi dochazi k jejich peroxidaci — lipidové peroxidaci
(resp. peroxidaci lipidli). Peroxidace lipida je vedle poskozeni DNA jednim z nejintenzivngji
zkoumanych procestt indukovanych volnymi radikaly. Lipidové peroxidace je chemicky
proces, pii kterém jsou polynenasycené mastné kyseliny (Polyunsaturated Fatty Acids -
PUFASs) lipidli poskozovany pisobenim volnych radikalt a kysliku za vzniku hydroperoxidi.
Z hydroperoxidi pak dal§imi reakcemi vznikaji nasledné¢ sekundéarni produkty. Nejvice
nachylné jsou membranové lipidy s vysokym obsahem nenasycenych mastnych kyselin.
Reaktivni formy kysliku napadaji ptredevSim dlouhé mastné kyseliny obsazené ve
fosfolipidech, které jsou soucasti membran. Hlavnimi mastnymi kyselinami, které podléhaji
lipidové peroxidaci v bunéénych membranach jsou kyselina linoleovd, arachidonova a
dokosahexanova. Béhem ataku reaktivnimi formami kysliku, dochdzi ke zkracovani struktury
kyselin (LIZALOVA, 2010).

V biologickych systémech podléhaji nenasycené mastné kyseliny autooxidacni
radikélové fetézové reakci, kterd je nazyvana peroxidace lipidu. Dvojna vazba oslabuje vazbu
C-H a proto PUFA a jiné lipidy podléhaji peroxidaci snadnéji nez jiné biomolekuly. Mezi
latky, které jsou schopny iniciovat peroxidaci, patii hydroxylovy radikal HO-, alkoxylovy
radikal RO-, peroxylovy radikdl ROO- a pravdépodobné také hydroperoxylovy radikal HO2
(STIPEK aj., 2000).
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Lipidova peroxidace méni fluiditu membran (naruseni semipermeability membran),
zvySuje se propustnost pro ionty, méni se membranovy potencial a dochazi az k lyzi bunék
(LIZALOVA, 2010). V tkanich dochazi k akumulaci tzv. starnoucich pigmentovych skvrn.
Objevuji se aterosklerotické 1éze a v télnich tekutindch (zahrnujici napt. plazmu, moc) jsou
piitomny zvySené hladiny koneénych produktt peroxidace (napi. MDA, 4-HNE, izoprostany)
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

3.4.6.1 TBARS metoda

Jednou z nejuzivané€jSich metod k hodnoceni schopnosti latek eliminovat lipidovou
peroxidaci je metoda TBA-MDA. Je zalozena na stanoveni jednoho ze sekundarnich produktt
lipidové peroxidace - malondialdehydu (MDA) - na zakladé jeho barevné reakce s kKyselinou
thiobarbiturovou (TBA), méti se absorbance pifi 532 nm. Spektrofotometrické stanoveni
adukti TBA-MDA je jednoduché a citlivé, avSak nespecifické, zahrnuje stanoveni vSech latek
reagujicich s TBA (TBARs produkty). Specifi¢téjsim vyhodnocenim kvantity aduktu TBA-
MDA je metoda HPLC (ZIMA, STIPEK, CRKOVSKA, 1995).

Metody zalozené na detekci oxidacniho poskozeni organismu jsou nakladné a Casové
narocné, nebot’ se u pokusnych zvitat vyvoladva experimentalni oxidacni stres a soucasné nebo
nasledné¢ se v riznych davkach podava testovany vzorek potraviny. Kritérii oxida¢niho
poskozeni jsou napf. 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin v moci, karbonylované proteiny v krvi,
tzv. TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) v krvi, hydroperoxidy a konjugované
dieny v krvi, F2-isoprostany a etan + pentan ve vydechovaném vzduchu (ZLOCH,
CELAKOVSKY, AUJEZDSKA, 2004, on-line).

Lipidove peroxidaéni metody — provadé€ji se v pufrovanych modelovych systémech
obsahujicich nenasycené mastné kyseliny a testovany vzorek. Casto se pfidava homogenat
zivociSné tkan¢, napf. jater nebo mozku, a lipidovd peroxidace se v ni iniciuje
tetrachlormetanem nebo peroxidem. Je mozné pouzit separovanych mikrosomi a iniciace
lipoperoxidacnich alteraci smési NADPH a Zeleznaté soli nebo jinymi systémy. S témito typy
testll jsme na nasem pracovisti ziskali znacné zkuSenosti, a to v aplikacich na intoxikaci
pokusnych zvifat riznymi xenobiotiky a na kompenzace téchto nepfiznivych zmén
esencialnimi antioxidanty.

V biologickych materidlech TBA nereaguje pouze s MDA, ale 1 jinymi latkami (napf.
bilirubin) za vzniku TBARS, proto se piesnéji uvadi stanoveni TBARS ¢&i TBARS

ekvivalentii MDA, nez ptimého MDA. Dalsi tvorbé MDA béhem méfeni zabranime piidanim
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antioxidantu — nejcastéji BHT (butylhydroxytoluen) k reakéni smési. Metoda je Cetné

modifikovana, levna a pom&mé nenaro¢na na provedeni (KOPRIVA aj., 2012, on-line).

3.4.6.2 HPLC metoda

Specifi¢téjsim vyhodnocenim kvantity aduktd TBA-MDA je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Chromatografie je separaéni metoda, tedy metoda,
pii které se oddéluji — separuji slozky obsazené ve vzorku. Separace je operace, pii které se
vzorek de€li alespon na dva podily odlisného slozeni. V feSeni analytickych problému pii praci
spravnost a piesnost celé metody. Svym urenim je to pfedev§im metoda kvalitativni a
kvantitativni analyzy vzorku (KLOUDA, 2003). HPLC se vyvinula z plynové chromatografie
v pocatcich 70. let (STULIK aj., 2005).

Vlastni separace probihd v separacni koloné, ktera obsahuje stacionarni
(nepohyblivou) fazi = sorbent a mobilni (pohyblivou) fazi = eluent. V chromatografii se
vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohyblivd, mobilni
faze je pohybliva. Vzorek umistime na zacéatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze pies
stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany, a proto se pti pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi
poutdny silngji. Tim se postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se
dostavaji diive slozky méné zadrzované (KLOUDA, 2005).

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf pracuje tak, Ze jsou vzorky davkovany
davkovacim ventilem do mobilni fize. Ta unasi jednotlivé slozky vzorku na kolonu, kde
dochazi k opakovanému ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k separaci
analyti dle fyzikalné-chemickych vlastnosti. Po prichodu separa¢ni kolonou jsou analyty
v mobilni fazi detekovany v pritokové cele detektoru (BACINA, BUDAYOVA, VOKATA,
2012, on.line).
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Obr. 6 Schéma HPLC sestavy (BACINA, BUDAYOVA, VOKATA, 2012, on-line).

Produkty lipidové peroxidace — MDA a 4-HNE v plazmé se daji stanovit metodou
vysokoudinné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickym UV-VIS detektorem
Diode-Array (HPLC-DAD) na kapalinovém chromatografu Agilent Series 1100. Supernatant
deproteinizované, hydrolyzované plazmy vstupuje do reakce s reakénim cinidlem
dinitrofenylhydrazinem (DNPH) dle za vzniku pfislusnych derivatiza¢nich produkti MDA a
4-HNE. Principem metody je stanoveni absorbance derivatiza¢niho produktu MDA-DNPH
pfi vinové délce 310 nm a 4-HNE-DNPH pii vinové délce 350 nm (LIZALOVA, 2010).

UV-visible (UV-vis) s detektorem Diode Array (DAD) je standardni metodou
pouzivanou téz pro zjisténi flavonoida (SIVAM, 2002).

Kaubinet
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- Vakstova odplysiovaci
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Obr. 7 Kapalinovy chromatograf (Agilent Technologies 1100) (LIZALOVA, 2010).
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Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu:

e Zasobnik mobilni faze — hojné€ se vyuziva sklenéné nebo nerezové nadoby. Zasobnik musi
byt dobie uzavien, aby kapalina v nich mohla dobfe odtékat a jeji pary neunikaly do okoli.

e Vysokotlaké Cerpadlo — umoziuje praci s tlaky az do 60 MPa, coz umoziuje pomérné
velky pratok mobilni faze (0,1 — 20 ml/min). Mezi nejcastéji pouzivana Cerpadla patii
membranova Cerpadla a pistova Cerpadla s malym pracovnim tlakem

e Davkovac vzorku — potize zpisobuje vliv velkého pracovniho tlaku uvniti kolony (at 60
MPa), ktery je tieba pii vstiiku vzorku piekonat. Byla proto konstruovéna tada
nastfikovych zatizeni, mezi nejefektivnéjSi patii provadéni nastfiku proti normalnimu
tlaku nebo smyckovy davkovac

e Termostat — udrzuje teplotu kolony. Teplotni rozsah u moderniho termostatu byva od 10
°C pod okolni teplotou az do 140 °C. ZajiStuje distribuci tepla chromatografickou
kolonou a soucasn¢ predehiiva mobilni fazi pted vstupem do kolony.

e Detektor — nejéastéji pouzivané jsou absorpéni fotometricky detektor, fluorimetricky
detektor, refraktometricky detektor, amperometricky detektor, vodivostni detektor,
detektor s diodovym polem (DAD) nebo hmotnostni spektrometr jako detektor (STULIK
aj., 2005).

S 4

line). Mezi vyhody HPLC patii zejména Siroka oblast pouzitelnosti: 1ze analyzovat ionty,
latky polarni i nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni i vysokomolekularni (cca 80 %

znamych latek je mozné analyzovat metodou HPLC) (STULIK aj., 2005).

3.4.7 Elektrochemické metody

Skupina elektrochemickych metod (elektroanalytickych) metod vychéazi z poznatka
odvétvi fyzikalni chemie — elektrochemie. Podstatou elektrochemickych metod je studium
toho, jak zavisi elektrochemické chovani roztokl na jejich slozeni a koncentraci. Objektem
zkoumani je elektrochemicky ¢lanek — soustava, Vv niz je analyzovany roztok v kontaktu
s elektrodami. Elektrody zprostfedkuji jeho spojeni s méficim pfistrojem, ktery sleduje
nékterou z elektrickych veli¢in ( proud I, potencial E, vodivost G, elektricky naboj Q,
kapacitu C apod.) ( KLOUDA, 2003). Vystiznou definici elektrochemie podava napt. Barek,
Opekar a Stulik (2005): ,, Elektrochemie je fyzikdlné chemickd disciplina zabyvajici se témi

chemickymi procesy, ve kterych vystupuji elektricky nabiteé Cdstice, tedy predevsim procesy
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oxidacné-redukcnimi, déji ve kterych dochazi k elektrostatickym interakcim castic, a dale

transportnimi procesy, jichz se ucastni nabité castice“.

3.4.7.1 Cyklicka voltametrie

Cyklickéd voltametrie (CV) je odvozenou metodou od polarografie, za jejiz objev
ziskal Cesky rodak Jaroslav Heyrosky v roce 1959 Nobelovu cenu za chemii. Patii do skupiny
tzv. potenciodynamickych experimentalnich metod. Zkoumany povrch je ponofen do
elektrolytu a tvoti tzv. pracovni elektrodu. Typické uspotfadani je vidét na obrazku 4. Mezi
pracovni elektrodou a counter elektrodou proudi elektricky proud. Napéti na pracovni
elektrod¢ se nastavuje vzhledem k referencni elektrodé. Referencni elektroda byva tvofena
napiiklad kalomelem nebo Ag-AgCl. Counter elektroda je zhotovena nejcastéji z Pt a
pracovni elektroda z glasy karbonu, uhlikové pasty nebo kovovych (Pt, Au) krystall, na které
jsou naneseny zkoumané katalytické vrstvy (CYKLICKA VOLTAMETRIE, 2012, on-ling).

-

Referencni elektroda
Pracovni elektroda

Counter elektroda

Obr. 8 Schéma zapojeni CV (CYKLICKA VOLTAMETRIE, 2012, on-line).

Vzhledem k faktu, zZe antioxidanty se snadno ucastni redoxnich reakci, jsou tyto latky
velmi vhodné pro elektrochemickou detekci. Vhodnou metodou, ktera je dostate¢né
jednoducha a robustni, je cyklicka voltametrie na pevné elektrodé (HRBAC, 2007). Principem
metody je vkladani méniciho se napéti mezi dvojici elektrod ponofenou v roztoku elektrolytu
a sleduje se prochazejici proud. Jedna z elektrod je polarizovatelna a slouzi jako pracovni
(mérna), druhd je nepolarizovatelna a slouzi jako srovnavaci. Ze zavislosti proudu na napéti

(polarogramu, voltamogramu) se usuzuje druh a obsah analytu (tzv. elektroaktivni latky).
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Pouzivaji se stacionarni polarizovatelné (elektrody, rtutova filmova elktroda) (KLOUDA,
2003). Cyklicka voltametrie mtize poskytnout informace tykajici se kinetiky elektronového
prestupu a v mnoha piipadech dokonce informace o mechanismu redoxnich zmén ve
studovaném systému (HRBAC, KOHEN, 2000).

Redoxni vlastnosti latek je mozno hodnotit pravé touto metodou, ktera indikuje
schopnost latek odstépovat elektrony. Pii této metodé se na pracovni elektrodu vklada
potencidlovy pulz s urCitou rychlosti polarizace a soucasné se sleduji proudové odezvy
v roztoku studované latky. Ziskany zaznam zachycuje kiivka — tzv. cyklicky voltamogram
(PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Zakladem pro voltametricka
stanoveni jsou | — E kifivky (polarizacni, voltametrické, polarografické kiivky nebo viny)
znazoriujici zavislost proudu prochazejiciho elektrodou na jejim potencidlu (KLOUDA,
2005). Redukéni schopnost latek se vyhodnocuje dvéma parametry, a to z potencialu
anodického oxidac¢niho piku Ea a jeho anodického proudu Ia Cim je nizsi hodnota Ea , tim
latka snadnéji odevzdava elektrony a muze byt lepSim antioxidantem. Z hodnoty vysky
proudu anodického piku la  je mozné wuréit koncentraci latek (PAULOVA,
BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Pribéh redox procesu je na voltamogramu
indikovan proudovym pikem typického tvaru. Pozice piku charakterizuje latku kvalitativng.
Vyska piku je pfimo umérnd koncentraci latky v roztoku a lze ji vyuzit ke kvantitativnimu
stanoveni (HRBAC, KOHEN, 2000). Proud piku zavisi na rychlosti asové zmény potencialu.
V disledku toho, ze difuze je relativné pomaly transportni proces, pii dostatecné vysoké
rychlosti polarizace nestaci produkty elektrodové reakce zcela oddifundovat od elektrody a za
vhodnych podminek je lze pfi opacném sméru potencidlové zmény detegovat (BAREK,
OPEKAR, STULIK, 2005).

Naprosta vétSina nizkomolekularnich antioxidanti (LMWA) - (zejména askorbat, urat,
tokoferol, polyfenoly) jsou snadno oxidovatelné elektroaktivni latky. Pfimé elektrochemickeé
metody stanoveni antioxida¢ni kapacity v podstaté spoléhaji na jednoduchy predpoklad, ze u
mnoha typti vzorkl obsahujicich LMWA antioxida¢ni kapacita koreluje s vyskou a polohou
voltametrického piku méfeného na zvolené, zpravidla pevné, elektrodé. Cim snadngji jsou
latky oxidovatelné (niZsi potencidly, pfi kterych nastdva oxidace), tim byva jejich antioxidacni
kapacita (pfi stejné koncentraci) vys$si. Nachdzi-li se v ur€itém typu vzorku dominantni latka,
ktera urcuje antioxidacni kapacitu, Ize s vyhodou vyuzivat vysku ptislusného CV piku a
srovnavat jednotlivé vzorky mezi sebou. Jinym pfistupem, ktery se casto pouziva pro
stanoveni antioxidac¢ni kapacity napoju je stanoveni naboje proslého pii CV experimentu ve

zvoleném rozsahu potenciali a vztazeni tohoto naboje na naboj ziskany pii identickém CV
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experimentu s referencni latkou. Piikladem tohoto piistupu je urCovani antioxidacni kapacity
vin pomoci parametru Q500, definovany jako plocha pod voltamogramem stanovovaného
vzorku v rozmezi 0-500 mV vs. Ag/AgCl, vztazena na katechin (HRBAC, 2007).

Metoda byla vyvinuta pro méfeni a hodnoceni celkové antioxida¢ni aktivity zaloZzené
na nizkomolekularnich antioxidantech. Metoda byla shledana jakou vhodnou metodou pro
hodnoceni antioxidacni kapacity a uplatnéna pii mnoha klinickych stavech jako naptiklad
diabetes, degenerativni onemocnéni mozku, zénétlivda onemocnéni, viedové kolitidé, pii
iradia¢ni terapii, onemocnénich kiize a dale pfi vyzkumu procesu starnuti. Dale je tato metoda
ucinnym nastrojem pro hodnoceni celkové antioxida¢ni kapacity smési antioxidantti in vitro.
Mg¢fteni sama o sob¢ jsou snadna a rychla, navic nevyzaduji manipulaci se vzorky. Metoda by
mohla téz byt pouzita jako ukazatel oxidacniho stresu. Metoda cyklické voltametrie je téz
ucinnym ndstrojem pro porovnani rozdilnych populaci, ale slouzi i pro odhad schopnosti
biologického vzorku bojovat s reaktivnimi formami kysliku a jejich ptredpokladem
k oxida¢nimu stresu (KOHEN aj., 2000).

Cyklické voltametrie je vhodna pro ziskani informace, zda latka je schopna snadno
odevzdavat elektrony a poté je mozné zvolit urcitou metodu na stanoveni antioxidacni
kapacity. Je prokazano, ze v fadé ptipadii hodnoty Ea koreluji s antioxidacni aktivitou latek
uréenou jinymi metodami, napf. s liperoxidaci, DPPH (PAULOVA, BOCHORAKOVA,
TABORSKA, 2004).

Jednoduché CV meéfeni je nyni pomérné bezn€ pouzivano zejména u vzorkd, u kterych
meéteni  klasickymi metodami (TRAP, ORAC, FRAP, inhibice chemiluminiscence)
znemoziuji jejich vlastnosti (turbidita, zbarveni apod.). V nékolika ptipadech bylo zjiSténo, ze
CV metoda poskytuje lepsi vysledky nez metody jiné. Neddvno napt. autofi Mittal a kol.
zjistili, Ze antioxida¢ni kapacita krevniho séra méfena jako prvni CV pik koreluje s mirou
zavaznosti akutni pankreatitidy (zanétlivé onemocnéni) lépe neZ standardni méfeni

antioxida¢ni kapacity metodou TRAP (HRBAC, 2007).
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Obr. 9 Vyhodnoceni metody I- E kirivka (JANDERKA, 2007, on-line).

Mezi vyhody této metody patii relativné nizké investicni naklady a snadno méfitelné

veli¢iny: proud-napéti-cas-naboj (JANDERKA, 2007, on-line).

3.4.7.2 HPLC metoda s elektrochemickou detekcei

Elektroaktivni latky je moZno velmi piesné a citlivé detekovat pouzitim
amperometrickych nebo coulochemickych detektord pti analyze HPLC (HPLC-ECD)
(PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004). Elektrochemické detektory patii mezi
selektivni detektory. Jsou zalozeny bud’ na meéfeni vodivosti (pro latky iontové) nebo
elektrického proudu odpovidajici oxidaci ¢i redukci analyti. Vedle selektivity se dosahuje i
velké citlivosti, zejména v oxidaénim modu. Pracovni elektroda je napt. z uslechtilého kovu
nebo z riznych forem uhliku pro oxidaci latek nebo rtutova ¢i se rtutovym filmem pro
redukéni mod. VyuZivaji se zejména pii analyze aromatickych amini a fenoll
Vv environmentalnich a biologickych vzorcich. Podobné jako v HPLC molekuly a ionty
analyzovanych latek jsou unaSeny mobilni fazi kolonou smérem k detektoru a zaroven jsou
zpozd’ovany interakei se stacionarni fazi (STULIK aj., 2005).

Pti HPLC-ECD se na pracovni elektrodu detektoru vklada urcity kladny potencial. Pik
latky se projevi pouze tehdy, je-li latka pfi tomto potencialu oxidovana. Latku je mozné
charakterizovat nejen retenénim casem, ale také potencidlem, pii kterém se oxiduje. To
umoziuje analyzovat komplexni smési a identifikovat v nich jednotlivé u¢inné antioxidacni
komponenty na zdklad¢ hodnoty potencialu aplikovaného na elektrodu. Pti analyze nerusi
zbarveni smési, ale je nutné dodrzet vysokou cCistotu reagencii v mobilni fazi (vCetné snizeni

koncentrace stopovych prvkil). Hodnoceni antioxidac¢nich vlastnosti latek pomoci HPLC-ECD
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koreluje s riznymi jinymi metodami na testovani celkové antioxida¢ni aktivity latek, napf.

s metodou DPPH (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).

3.4.8 Metoda FORT a FORD

Oxidacni stres 1ze v posledni dobé stanovit rychle u lizka pacienta, napt. metodami
FORT (stanovuje volné radikdly) a FORD (stanovuje antioxida¢ni kapacitu).

Metoda FORT je zalozena na schopnosti tranzistentnich kovi, jako je zelezo,
katalyzovat v ptitomnosti hydroperoxidi (ROOH) tvorbu kyslikovych radikalu, které davaji
s chromogenem (CrNH;) purpurové zabarveni, které lze méfit pii 505 nm. Hydroperoxidy
jsou pomérné stabilni molekuly a jejich koncentrace v biologickém materidlu ptredstavuje
pomérné dobry ukazatel volné radikalového ataku, protoze zahrnuje oxidacni produkty lipidu,
peptidi i aminokyselin.

FORD metoda pouzivd dodané barevné kyslikové radikaly, které antioxidanty ve
meéteném vzorku redukuji, coz se projevi ekvivalentni ubytkem zabarveni, které lze méfit
fotometricky. Timto zpiisobem neni stanovovana kyselina mocova.

Fyziologické rozmezi vysledkdl v krvi je zatim stanoveno u metody FORT < 310
(=2,35 mmol/l H,0;), u metody FORD pak 1,07-1,53 mmol/l ve vodé rozpustného vitaminu

E (Troloxu). Ur¢itou interpretaci poskytuje nasledujici tabulka:

OS = oxidac¢ni stres

FORT (jednotky) {

Zavaznost OS stoupa — OS v progresi
Kompenzovany OS Zvysené riziko OS 330
Normalni stav Latentni OS 310
| |
1,53 1,07

<~ FORD v mmol/l Troloxu

Vedle normalniho nalezu lze tedy uvazovat podle vysledk na:
o latentni (pr. FORT — 200 F.U., FORD — 0,90 mmol/l),
e kompenzovany oxidacni stres (pt. FORT — 320 F.U., FORD — 1,35 mmol/l),
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na zwsené riziko oxidacniho stresu (pt. FORT - 320 F.U., FORD -
0,90 mmol/l)

¢i na oxidacni stres v progresi (p¥. FORT — 370 F.U., FORD -1,1 mmol/l).
(HOLECEK, 2012).

Vysoky oxidacni stres nejcastéji nalézame v tehotenstvi, u HRT, vytrvalostnim

vykonu, ihned po fyzické namaze u netrénovanych osob, u farmakoterapie (napt. antibiotiky,

cytostatiky, analgetiky), u zanéti, koufeni a nevyvazené dieté s nespravnymi navyky.

Jaké hodnoty FORT nalézame u nékterych stavi

Chronicka venozni insuficience — u muza 388, u zen — 299
Chronické bronchitis — 338 + 42

Astma — 350

CHOPN - 386 + 59

Kuraci — 340 £ 52

Karcinom plic — 500 +50

Solidni tumory — 496 + 92

Kontraceptivni pilulky — 590 + 30

Novorozenci — 140 (v umbilikalni krvi)

Kde by bylo mozno — kromé vyse uvedenych oborti — jest¢ metody FORT a FORD

nabizet:

Farmaceuticky pramysl

Veterinarni medicina

Rostlinna vyroba

Potravinaisky priamysl (pfipadné i pivo, vino apod.)

Prakticti a détsti 1ékari

Kosmeticky pramysl

Sportovni kluby

Ne&které firmy, které prodavaji antioxidanty ( HOLECEK, 2012, on-line).

Proto vyuziti metod FORT a FORD se v soucasné dob¢ jevi jako velmi vhodné,

protoze nevyzaduje drahé pfistrojové vybaveni, metody jsou do jisté miry standardizované

(CE), vyzaduji malé mnozstvi biologického materidlu, vysledky jsou brzy k dispozici, je

moznost 1 bed-side analyzy. Vysledné interpretace mohou pfinést Uspory 1€kt ¢i
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potravinovych doplitki, véas upozornit na nebezpeci vzniku nebo rozvinuti fady chorob a na
vCasné zafazeni terapie.

Oxidacni stres ma zakladni dilezitost pro preventivni medicinu a péci o zdravi, pro
rozhodnuti o zplisobu terapie a jeji kontrolu. Je tfeba brat v tvahu individuélni rozdily lidi
zpusobené dédicnosti, dietou, okolnim prostiedim atd., cozZ ma pochopitelné vliv i na délku
zivota, vznik nemoci apod. Sledovani hodnot FORT a FORD po urcitych casovych
intervalech ma tedy své odtivodnéni (HOLECEK, 2011, on-line).

3.4.9 Komer¢ni metody

3.4.9.1 Komercni souprava fy RANDOX

Tato metoda byla doposud hojné vyuzivana v medicinské praxi, zejména pfi
stanovovani antioxidacnich vlastnosti v krvi a séru. Metoda za pouziti komeréni soupravy
spoc¢iva v reakci methmyoglobinu s peroxidem vodiku za tvorby radikalu ferrylmyoglobinu.
Uvedeny radikal reaguje s 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatem) (ABTS)
v substratu a vytvaii radikal-kation ABTS® modrozelené barvy. Antioxidanty v systému
zabranuji tvorbé ABTS’, v mife odpovidajici jejich koncentraci. Reakce probiha pii 37°C ,

méii se pii vlnové délce 600 nm (KARABIN, DOSTALEK, HOFTA, 2006).

3.4.9.2 Metoda PCL (Photochem)

Firma Analytik Jena AG uvedla analyticky systém ke kvantifikaci antioxidanti
rozpustnych jak ve vodé¢, tak i v tucich, na jediném spole¢ném zafizeni nazvaném Photochem
(KOPRIVA aj., 2012, on-line). Jedna se o komerén& dostupny méiici systém uZivajici
zafizeni Photochem. Systém zahrnuje fotochemickou generaci superoxidovych radikali. Tyto
radikély jsou ze vzorku castecné eliminovany reakci s antioxidanty pfitomnymi ve vzorku.
Zbyvajici radikaly jsou detegovany s pouzitim chemiluminiscence. Jako fotosenzibilni 1
detekéni Cinidlo zbylych radikalt slouzi luminol. Zatizeni nabizi dva protokoly meéfeni
hydrofilni antioxidaéni aktivity (ACW) a lipofilni antioxidacni aktivity (ACL). Luminiscencni
signal je méten po urcity Casovy interval. V dobé&, kdy jsou antioxidanty vycerpany, dochazi k
narustu radikald ve vzorku, az detegovany signal dosahne maxima. V protokolu ACW je
trvani lag faze kritériem obsahu antioxidantl. V protokolu ACL je kritériem pro obsah
antioxidantl integral pod signalni kiivkou. Kvantifikace je zalozena na kalibra¢nich k¥ivkach
kyseliny askorbové (AK) nebo 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman- 2-karboxylové

kyseliny (Trolox). Pro oba protokoly jsou dodavany komeréni soupravy. PCL metoda je velmi
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citliva, pouzitelna i pii analyzach antioxidaéni aktivity na hladind nanomolti (HOLASOVA,
FIEDLEROVA, 2011).

Vyhody a vlastnosti analytického systému Photochem:

e Prvni pfistroj na stanoveni antioxidac¢ni kapacity jak ve vodé¢, tak i v tucich
rozpustného podilu.

e Fotochemiluminiscenci lze charakterizovat jako rychlou, pfesnou, relativné levnou a
Kk Zivotnimu prostiedi Setrnou metodu.

e Navic, na rozdil od jinych technik, nevyzaduje tzce specifické hodnoty pH a teplot.

e Fotochemicka excitace vzorkil vede k oxida¢nim reakcim, které jsou fadové 100 x az
1000 x rychlejsi nez za béznych podminek.

e Antioxidanty vyznamné snizuji rychlost oxidacnich reakci; toto zpomaleni odpovida
celkovému obsahu antioxidacnich latek ve vzorku.

e Stanoveni celkové (totalni) antioxidacni kapacity TAC rtznorodych a komplexnich
smési

e Kratkd doba méfeni (kolem 3 min).

e Vysoka citlivost:

e a) enzymové antioxidanty: fadové ~ 0,1 ug (napt. SOD);

¢ b) neenzymové¢ antioxidanty: napi. ~ 0,2 nmol kyseliny askorbové.

e Relativné malé spotieba vzorki.

e Nekomplikovana a casové nendro¢na piiprava vzorkd.

e Nasavani vzorkl, samotné méteni a jejich promyvani provadény zcela automaticky.

e Standardizované a k okamzitému pouziti pfipravené sety pro riznorodé aplikace.

e ZaruCend funkénost v rutinnich analyzéach.

e Nendro¢nost na servis.

e Kompaktni vzhled s nizkymi pozadavky na prostor.

e Pocitatem fizeny systém a analyza kiivek s pohodlnym softwarem (KOPRIVA aj.,
2012, on-line)
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Obr. 10 Analyticky systém Photochem, Analytik Jena AG (KOPRIVA A KOL., 2012, on-line)

3.4.9.3 Biofotonicky skener

Skenovani pomoci Pharmanex® Biofotonického skeneru probihda na malé oblasti
dlané, a proto je skener neinvazivnim a praktickym zpiisobem testovani, ktery je vhodny pro
vSechny vékové skupiny. V okamziku, kdy jedinec umisti svou ruku k Pharmanex®
Biofotonickému skeneru, déli jej pouze minuty od odhaleni jeho hodnoty karotenoidi v kizi
(NU-SKIN, 2006, on-line).

Struneckd (2011) sama vyzkouSela Pharmanex BioScan Quiz nabizeny firmou
Pharmanex, aby odpovédél na otazku, zda ma dostateCny piijem antioxidanti, nebo zda
potiebuje jejich pomoc. Piestoze odpovédéla, ze ji ovoce a zeleninu 6 krat denné, nekouii,
pobyva na slunci pfiméfené a uziva multivitaminy, dostala odpovéd’, aby jedla vice ovoce a
zeleniny, pridala k tomu LifePack Prime supplement a kazdych Sedesat dni se dostavovala na
vysetfeni Pharmanex BioScanem. A co by musel podle jejich doporuceni ¢loveék k dosazeni
optimalniho pfisunu antioxidanti do organismu denné¢ zkonzumovat, aby ziskal stejné
mnozstvi antioxidantd, jako obsahuje jedna jejich tableta?

e 50 salkti manga

e 27 salku zeleného hrasku
e 20 malych jablek

e 16 velkych brambor

e O §alkt varené ryze

e 21 platkd svétlého chleba
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e 14 platkd pSenicného chleba

e 23 8alkt ananasu

e 13 stfedné velkych banana

e 65 $alkl chiestu

e 30 salkt mléka

e 10 $4lkt rajcat

e 10 polévkovych lzic arasidového mésla
e 59 platkd syru Cedar

e 11 salku arasida

o 16 3alki dyn&

Firmé& se zjevné jedna pouze o prodej nutri¢nich dopliikii. Pokud vim, nebylo nikdy
prokédzano, Ze by jak jejich vySetfeni, tak nabizené produkty vedly ke zlepSeni zdravi.

Povazuji to proto za exemplarni piiklad vyhazovani penéz (STRUNECKA, 2011)

HIGHEST

50,000+

High presence of
skin carotenoids

40,000-49,000

Moderate presence

of skin carotenoids 30,000-39,000

20,000-29,000

Low presence of
skin carotenoids

LOWEST

10,000-19,000

Obr. 12 Biofotonicky skener a vvhodnoceni testu (NU-SKIN, 2006, on-line).

3.5 Uplatnéni metod

Nutriéni (vyzivova) hodnota potraviny vyjadfuje pomoci udaji 0 mnozstvi

obsazenych latek, do jaké miry je potravina pro vyzivu ¢lovéka vyznamna, a do jaké miry je
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prospésna ¢i nezadouci. Z tohoto davodu jsou stale hledany zpusoby jak nutri¢ni hodnoty u
potravin 1épe hodnotit a zahrnout do téchto hodnoceni i latky nové objevené. Mezi jednou
z velmi dulezitych charakteristik je antioxida¢ni aktivita, ktera je, jak se ukazuje, jednim
s hlavnich markera pfiznivych biologickych uc¢inka potravin na zdravi ¢lovéka. (SOCHOR
aj., 2011) Hodnoty TAC (Total Antioxidant Capacity) jsou prezentovany — Ve shodé s praxi
jinych pracovist’ (az na vyjimky vyhradné zahrani¢nich) jako fyziologicky interpretovatelna
vlastnost potravin, zjistitelnd standardni laboratorni metodou na fyzikdlné¢ — chemickém
zékladu, ktera naznacuje potencidlni pfiznivy uUcinek na zdravi lidi a tento predpokladany
G¢inek Ize kvantifikovat (ZLOCH, CELAKOVSKY, AUJEZDSKA, 2004).

Hlavni pfisun antioxidantli pfedstavuje potrava a napoje, dalsim zdrojem je endogenni
tvorba antioxidantd v lidském téle. Ve vyzivé byva uvadéna kaloricka hodnota, mnozstvi
bilkovin, cukrd, glykemicky index aj., ale neni udavdna antioxidac¢ni kapacita (AOC).
(RACEK, HOLECEK, 2011). Spousta metod u potravin a potravinovych surovin se nejéastgji
zabyva hodnocenim zdravotni nezavadnosti a jakosti podle stanovenych ukazatell
v ptislusnych pravnich ptedpisech. Hodnoty vychazeji z ptislusné legislativy. Byvaji uvadéné
jako fyzikalné-chemické pozadavky suvedenim parametru, jeho hodnoty, resp. rozmezi
hodnot a jeho jednotky (KOPRIVA aj., 2010). Holedek a Racek (2011) viak nepochybuji 0
tom, Ze v blizké budoucnosti stanoveni AOC ziska dialezité misto v klinické biochemii.

Metody stanoveni latek antioxidacniho charakteru najdou své uplatnéni

Vv nasledujicich odvétvich:

e Slechténi
Metody jsou vyznamné pro Slechtitele novych odrid s cilem hledani novych
vlastnosti. Mohou, diky stanoveni antioxidaéni aktivity, snadno zjistit, ktera z odrad je
vyznamna pro charakterizaci novych novoslechténi a hybrida. Timto se muze §lechtitelska
¢innost usmérnit k pozadovanym antioxidaénim vlastnostem. Metody stanoveni antioxidacni
aktivity najdou své uplatnéni u ovocnatskych/sadafskych podnikd, péstiteld ovoce di

samotnych odbérateld, ktefi maji zajem o vyjadieni biologické hodnoty ovoce.

e Potravinaisky pramysl

Metody jsou vyuzitelné pro primyslové hodnoceni antioxidacnich vlastnosti vyrobkd.
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e Vyziva
Diky stanoveni antioxida¢ni aktivity je moznost vyjadfit nutri¢ni hodnotu z hlediska
hodnotnych obsahovych latek. Takto mohou byt nalezeny kvalitni odridy pro vyrobu
specialnich potravinovych doplinkt a nutraceutik. Metody stanoveni antioxidacni aktivity

mohou vyuzit odbornici v oblasti vyzivy, nutri¢ni specialisté a dietologi¢ti poradci.

e Zemgdéelska praxe
Stanoveni latek antioxida¢niho charakteru jsou téZz vyuzitelna pro Ministerstvo
zemédélstvi CR, Statni rostlinolékaiskou spravu, §lechtitele a $kolkafe jako konkrétni
metodicky postup pro charakterizaci ¢eskych i zahrani¢nich plodin. V neposledni fad¢ jsou
predlozené metody uréeny jak pro velkovyrobcee, tak i pro drobné péstitele a zahradkare, ktefi
diky nim mohou zhodnotit kvalitu vypéstovanych plodin (SOCHOR aj., 2011).
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4 ZAVER

Neuspokojivy zdravotni stav nasi populace, zejména znacny vyskyt tzv. civilizacnich
nemoci, je ¢asto spojovan s pojmy ,,oxidacni stres”, ,,oxida¢ni poSkozeni organismu* nebo
,antioxidaéni ochrana“ (ZLOCH, CELAKOVSKY, TUMOVA, 2005) Antioxidanty p¥itomné
v lidském téle (a také v biologickych materidlech) mohou ovliviiovat prevenci organismu,
metabolismus, vznik a pribeh chorob, a postup 1éceni. Z téchto diivodl je dulezité studovat
volné¢ radikaly a antioxidanty v lidském téle, jejich druh, reaktivitu, a zmény jejich
koncentraci v zavislosti na vnitinich i vnéjsich vlivech. Antioxidanty pasobi jako likvidatory
volnych radikali a také obecné reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS). Antioxida¢ni kapacitou
(AK) se rozumi koncentrace antioxidanti, které rozkladaji/likviduji bézné VR, ptitomné v
lidském téle. Oxidacni stres je uréit¢ novym vyznamnym vySetienim pro prevenci. Je mozné
ho stanovit laboratorné. (HOLECEK, 2010 ).

Zaroven se v této souvislosti uvadi mnoho moznosti cilené a uvédomélé antioxidacni
obrany napf. podporou vlastnich antioxidacnich enzymi pfijmem minerdlnich latek, které
jsou v nich zabudovany, dostateCnym pifijmem esencialnich antioxidantt, jako jsou vitaminy
C a E a karotenoidy nebo suplementaci piipravky obsahujicimi tyto faktory (ZLOCH,
CELAKOVSKY, TUMOVA, 2005). Nakonec nas ale vysledky moderniho vyzkumu biologie
kyslikovych radikalt dovadéji k t€ém nejprostSim pravidlim Zivotospravy, znamym tisice let.
Nékomu se to muze zdat malo, ale stfidmost v jidle, dieta bohatd na ovoce a zeleninu a
pravidelnd, primétena fyzickd aktivita zastavaji tim nejlep§im zakladnim doporuéenim pro
zdravy a dlouhy Zivot. VyvaZenou dietu zatim neumime nahradit Zadnou pilulkou a extra
podavani antioxida¢nich vitaminl nad béZné denni doporucené davky u normalné zivenych
osob medicinské zdivodnéni vlastné nema (PLATENIK, 2009).

Jestlize oxidacéni stres zpsobuje poskozeni tkané a mitochondrialni dysfunkci, neméla
by potom jeho 1écba byt soucasti nasi 1é€ebné terapie? Pristup dnesni klinické mediciny ke
koncepci 1é€by nadbytku oxidacniho stresu jako soucasti jednotlivych onemocnéni neni
adekvatni (MANDELKER, 2009).

Antioxidac¢ni kapacita se stanovuje u dvou okruhii vzorkii. U potravin a potravinovych
doplnkd (in vitro) byva obsah antioxidantd povazovan za vyznamnou nutricni hodnotu.
Neméné dulezitou skupinu tvofi vzorky tkani a t€lnich tekutin (in vivo), u kterych se Casto
sleduje zména antioxida¢ni kapacity jako odpovéd na zménu ¢i pridavek urcité potraviny

nebo potravinového doplitku, nebo se sleduje v priibéhu patologickych stavi (HRBAC, 2007).
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Pfi vyzkumu antioxidanti (at jiz je cilem tohoto vyzkumu prodlouzeni
skladovatelnosti potravin a omezeni nezaddoucich zmén lipidd probihajicich béhem jejich
zpracovani nebo zvySeni obsahu antioxidantll v potravinach a jejich mozny preventivni u¢inek
proti rozvoji nékterych chorob) se pro stanoveni antioxidacni aktivity pouziva nespocet metod
a pracovnich postupi, které obecné poskytuji vzajemné odlisné vysledky (REBLOVA, 2011).

Co se ty¢e metod stanoveni volnych radikaltt a antioxidacni kapacity in vivo, tak
nejpiesnéjsi je ptimé métreni pomoci EPR (elektronové paramagnetické rezonance). Tato
metoda ovSem vyzaduje velmi drahé laboratorni vybaveni, stanoveni je financné¢ narocné a
béZné rutinni vysetfovani touto metodou neni tedy mozné. Navic touto metodou stanovujeme
okamzity stav a nikoliv jiz zpisobena radikalova poskozeni. Kazda ze stavajicich metod je od
jinych v nééem vyhodna, ale i nevyhodna a vysledky lze obtizné mezi metodami srovnavat.
Proto vyuziti metod FORT a FORD se v soucasné dob& jevi jako velmi vhodné, protoZe
nevyzaduje drahé pfistrojové vybaveni, metody jsou do jisté miry standardizované (CE),
vyzaduji malé mnozstvi biologického materialu, vysledky jsou brzy k dispozici, je moznost i
bed-side analyzy. Ovsem bude tieba tyto metody zahrnout do ¢iselniku metod, které hradi
pojistovny. Finan¢ni naro¢nost je ve srovnani s konkuren¢nimi metodami dostupna a
vysledné interpretace mohou piinést uspory Iékt ¢i potravinovych doplnk, véas upozornit na
nebezpedi vzniku nebo rozvinuti fady chorob a na véasné nasazeni terapie (HOLECEK, 2012,
on-line).

Pro vzajemné porovnavani antioxidacnich ucinkid rdznych smési byl nékterymi autory
zejména v souvislosti s analyzou potravinovych vzorkil zaveden pojem celkova antioxidacéni
aktivita (Total Antioxidant Activity — TAA). TAA je parametrem, ktery kvantifikuje kapacitu
vzorku biologického materialu eliminovat radikaly. Z velkého poctu jiz vySe popsanych
metod maji pfi stanoveni TAA nejcastéjsi pouziti metody TEAC, FRAP DPPH a ORAC.
Pojem celkova antioxida¢ni kapacita je vSak v mnoha publikacich pouZzivéan v $irS§im vyznamu
a rozmanitost pouzivanych metod pifi jejim stanoveni je znaéna (PAULOVA,

BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004).
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Tab. 6 Nejcasteji pouzivané metody a jejich princip (KOMPRDA, 2010).

Nazev metody

Princip metody

ORAC
(Oxygen Radical
Absorbance Capacity)

» fluorescein + azo-iniciator — produkceperoxylovych

radikali—poskozeni fluoresceinu —ztrata fluorescence
fluorescein + azo-iniciator + antioxidant — ochrana
fluoresceinu —ztrata fluorescence je snizena

vynesena zavislost intenzity fluorescence na case =>
vypoctena plocha pod kiivkou rozkladu fluoresceinu
s antioxidantem a bez n¢j

stupeit ochrany ptsobenim antioxidantu je kvantifikovan

pomoci ekvivalentt troloxu (TE)

TEAC
(Trolox-Equivalent
Antioxidant Capacity)

¢inidlo 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat
(ABTS) je inkubovano s H,O; v pfitomnosti peroxidazy —
tvorba radikdlového kationtu —méfena absorbance (vysoka)
tatdz reakéni smés + antioxidant — potlaceni absorbance

radikalového kationtu: antioxidant ,,zhasi* ABTS-radikaly

DPPH
(difenyl-pikrylhydrazyl)

neparovy elektron ve volném radikalu DPPH ma silné
absorp¢ni maximum (pii 517 nm): ¢ervena barva

antioxidant (= ,,zhase¢* volnych radikalt) dodava vodik,
ktery se paruje s neparovym elektronem DPPH-radikalu —

tvoii seredukovana forma DPPH-H —molarni absorptivita

DPPH se podstatn¢ snizi—piechod z ¢ervené barvy do Zluté

FRAP
(Ferric
Reducing/Antioxidant

Power Assay)

antioxidant (= reduk¢ni Cinidlo) redukuje (pfi nizkém pH)
trojmocné Zzelezo v tripyridyltriazin-Zelezitém komplexu
nadvojmocné zelezo — tripyridyltriazinzeleznaty komplex
[Fe(11)-TPTZ —Fe(I1)-TPTZ]

Fe(I)-TPTZ ma intenzivni modré zbarveni a mulze byt

monitorovan pii 593 nm

Kazda z metod ma své vyhody, ale ma také sva omezeni, napt. naklady na provedeni

analyzy, dostupnost reak¢nich ¢inidel apod. Vzhledem k zajisténi objektivnosti ziskanych

vysledki se proto v posledni dobé autofi snazi aplikovat nékolik metod soucasné pro
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sledovani antioxida¢ni aktivity v biologickych materidlech a také se snazi o srovnani
pouzitych metodik (SULC aj., 2007).

Nicmén¢ Karabin, Dostalek, Hofta (2006) podotykaji, Ze srovnani hodnot
poskytovanych jednotlivymi metodami je velmi nesnadné, nebot jak antioxidantl, tak
reaktivnich latek zpusobujicich oxidacni zmény je cela fada a prakticky zadna z metod neni
schopna obsahnout tento fakt v celé jeho Sifi.

Obecné (. jak v modelovych experimentech, tak v potravinach, in vivo, ale i v dalsich
moznych systémech) ovliviiuji antioxidacni aktivitu zejména koncentrace antioxidantu,
oxidovany substrat, pfitomnost jinych antioxidantl (a s tim souvisejici moznost synergismu
nebo antagonismu mezi jednotlivymi antioxidanty), pouzité rozpoustédlo (pfi reakcich
v roztoku), homogenita ¢i vicefazovost sledovaného systému, pH, pfitomnost dalSich latek
(napt. dalSich slozek potravin, zéjmena pak bilkovin), oxida¢ni Cinidlo ¢i fyzikélni faktor
(napt. svétlo) iniciujici oxidaci, teplota, parcialni tlak kysliku, resp. obecné ptistup kysliku
(dany napt. velikosti povrchu oxidovaného systému), a pfitomnost iontti kovli s proménlivou

valenci (REBLOVA, 2011).
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6 SEZNAM ZKRATEK

ABAP
ACL
ACW
Cv
DAD
DNA
EPR

4-HNE
HPLC

HPLC-ECD
FRAP
LMWA
MDA
NADH
ORAC

PCL
PUFAs
RNS
RONS
ROS
SOD
TBA
TAA
TEAC
TRAP
TROLOX

2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid

lipofilni antioxidacni aktivita méfend na ptistroji Photochem
hydrofilni antioxida¢ni aktivita méfend na piistroji Photochem
cyklicka voltamometrie

detektor Diode — Array

deoxyribonukleova kyselina

elektronova paramagneticka (spinova) rezonan¢ni spektrometric (Electron
paramagnetic spin resonance spektrometry) electron spin resonance

4-hydroxy-2-trans-nonenal (4-hydroxynonenal)

vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography)

HPLC s elektrochemickou detekci

zelezity reduk¢ni antioxidaéni potencial (ferric reducing antioxidant potential)
nizkomolekularni antioxidanty (low-molecular weight antioxidants)
malondialdehyd

nikotinamid-adenin-dinukleotid

meéteni absorbance kapacity kyslikového radikdlu (Oxygen radical absorbance
capacity)

chemifotoluminiscen¢ni metoda

polynenasycené mastné kyseliny (Polyunsaturated fatty acids)
reaktivni dusikové radikaly

reaktivni volné kyslikové a dusikové radikaly

reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species)
superoxiddismutédza

thiobarbiturova kyselina

celkova antioxida¢ni aktivita (total antioxidant activity)
trolox equivalent antioxidant capacity

Total peroxyl radical-trapping antioxidant parameter
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
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