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Porovnani metod pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity
Souhrn

Antioxidanty chrani lidsky organismus proti oxida¢nimu stresu zptisobenému piisobenim
volnych radikalt, které pti nadmérném mnozstvi poskozuji buiiky a tim se mohou podilet na
vzniku chronickych onemocnéni. Antioxidanty lze rozdélit na endogenni, tedy pfirozené se
vyskytujici v téle, a exogenni, které mohou mit zasadni vyznam pii prevenci onemocnéni a je
nutné je piijimat potravou. Jednotlivé druhy antioxidantl se 1i8i v zavislosti na jejich zdroji,
mnozstvi a polarité. Také jejich kombinace, pisobeni svétla a teplota mtize ovlivnit vyslednou
antioxidacéni aktivitu. Diky této rozmanitosti bylo vyvinuto velké mnozstvi riznych metod pro
stanoveni antioxida¢ni aktivity.

Existuji dvé zéakladni skupiny metod, jednou z nich jsou metody zalozené na pienosu
atomu vodiku a druhou, vétsi skupinu tvoti metody zalozené na ptenosu elektrond, které mohou
byt zalozeny bud’ na odbarvovani — sniZeni absorbance nebo naopak na zvyseni absorbance
Vv pfitomnosti antioxidantu. Dal$i metody stanovuji schopnost antioxidanti vychytavat
reaktivni formy kysliku, jako je peroxid vodiku (H202), peroxynitrit (ONOQ?®), hydroxylovy
radikal (HO®), superoxidovy anion (O2*) a singletovy kyslik (10). Jiz méné& pouzivané jsou in
vivo metody, kdy jsou testované vzorky obvykle podavany pokusnym zvitatim. Ze vsech
metod je nejpouzivanéjsi metoda DPPH. Vysledky riznych metod se mohou vyrazné lisit, proto
se doporucuje pouZiti vice metod pro stanoveni antioxida¢ni aktivity.

V praktické ¢asti této prace byl méten celkovy obsahu fenolti u vybranych vzorki (zeleny
¢aj, pomerancovy dzus, kakao a rozmaryn) s pouzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla v kyvetach a
na mikrotitracnich desti¢kach za ucelem srovnani. Jako standard byla pouzita gallova kyselina
a celkovy obsah fenoli byl vyjadien jako obsah ekvivalentu gallové kyseliny (GAE) na 100 ml
nebo 100 g vzorku. Vysledné hodnoty naméfené na mikrotitra¢nich destickach byly piiblizné
dvakrat vétsi nez hodnoty v kyvetach, ale podle vysledku statistické analyzy se tyto metody
nelisi (p > 0,05). Primérna antioxida¢ni aktivita vzorkt klesala v potadi fresh > dzus > ¢aj 80
°C > ¢aj 100 °C (vyjadreno na objem vzorku) a rozmaryn > kakao (vyjadieno na hmotnost
vzorku). Dle statistické analyzy neni rozdil mezi antioxida¢ni aktivitou zelenych ¢aji zalitych
vodou o razné teploté (p > 0,05), ani mezi kupovanym a Cerstvé vymackanym pomeran¢ovym
dzusem (p > 0,05).

Klicova slova: antioxidanty, Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, polyfenoly, volné radikaly,

zeleny Caj



Comparison of methods for determination of
antioxidant activity

Summary

Antioxidants protect the human body against oxidative stress caused by free radicals,
which can in excessive amount damage cells and participate in development of chronic diseases.
Antioxidants can be divided into two groups: endogenous, which are naturally occurring in the
body, and exogenous, which can be essential in the prevention of diseases and are ingested
through food. Antioixdant aktivity of individual anioxidants differ depending on their source,
amount and polarity. Combination of antioxidants, light exposure and temperature can also
affect the resulting antioxidant activity. Due to this diversity, a large number of different
methods have been developed to determine the antioxidant activity.

There are two basic groups of methods, one of them are methods based on hydrogen
atom transfer. The second, larger group are methods based on electron transfer, which can be
either based on decolorisation — a decrease of absorbance or on an increase of absorbance in
the presence of antioxidant. Other methods determine the ability of antioxidants to scavenge
reactive oxygen species such as hydrogen peroxide (H20>), peroxynitrite (ONOQ?®), hydroxyl
radical (HO®), superoxide anion (O2*) and singlet oxygen (*O2). In vivo methods, where the
tested samples are usually administered to experimetal animals, are less used. Of all the
methods, the most frequently used is DPPH method. The results of various methods can be
significantly different, therefore the use of multiple methods to determine antioxidant activity
is recommended.

In the practical part of this work, comparison of using cuvettes and microtiter plates for
determination of the content of total phenolic compounds of selected samples (green tea, orange
juice, cocoa, and rosemary) was provided. Gallic acid was used as a standard for quantification
by the calibration curve. The total phenolic content values were expressed as gallic acid
equivalent (GAE) content per 100 ml or 100 g of sample. The results measured on microtiter
plates were approximately twice as big as the values in the cuvettes, but according to the results
of statistical analysis, these methods weren‘t significantly different (p > 0,05). The average
antioxidant activity of the samples decreased as follows: fresh > juice > tea 80 °C > tea 100 °C
(volume) and rosmery > cocoa (weight). According to statistical analysis, there was no
difference between the antioxidant activity of green teas poured with water at different
temperatures (p > 0,05), nor between purchased and freshly squeezed orange juice (p > 0,05).

Keywords: antioxidants, Folin-Ciocalteu’s reagent, polyphenols, free radicals, green tea
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1 Uvod

Lidsky organismus je neustale vystavovan oxida¢nimu stresu, ktery je béznou soucasti
nepfetrzit¢ probihajicich bunéénych procest. Vedlejsim ucinkem tohoto procesu je tvorba
volnych radikala a dalSich reaktivnich forem kysliku, které zptsobuji oxida¢ni zmény. Volné
radikaly se podili na vzniku velkého poctu nemoci, jako jsou nadorova onemocnéni,
kardiovaskularni choroby vcetné ateroskler6zy, onemocnéni nervového systému, mezi které
patii Alzheimerova a Parkinsonova choroba, alkoholem indukované onemocnéni jater,
ulcer6zni Kkolitida a starnuti. Mechanismy obrany proti G¢inkim nadmérné oxidace jsou
zajistény pusobenim rtznych antioxidantii. Mezi endogenni systémy obrany organismu vuci
oxidaci patii enzymy, jako je superoxiddismutaza, katalaza a glutathionperoxidaza, dale
vitamin E, kyselina mo¢ova a sérové albuminy. Kromé toho je dulezity také piijem antioxidantt
z potravy. Vysledky studii naznacuji, Ze potraviny, které obsahuji antioxidanty, mohou mit pii
prevenci nemoci zasadni vyznam, jelikoZ mohou pusobit pfi jejich prevenci nebo mohou oddalit
jejich nastup. Navic mohou antioxidanty pfitomné v potravinach branit jejich oxidaci, ktera je
jednou z hlavnich pii¢in jejich kazeni a ma za nasledek Zluknuti a/nebo zhorSeni nutri¢ni
kvality, barvy, chuti, struktury a bezpe¢nosti potravin.

Metody hodnoceni chovani antioxidantti spadaji do dvou Sirokych kategorii odrazejicich
zaméteni na aktivitu v potravinach nebo na biologickou aktivitu v lidském téle. Metody méfeni
antioxida¢ni aktivity mohou zahrnovat testovani in vitro nebo in vivo. Metody in vitro poskytuji
uzite¢né informace o0 antioxidacni aktivité riznych latek, ale udaje ziskané t€émito metodami je
obtizné aplikovat na biologické systémy. Na druhou stranu, in vivo méfeni jsou obtizné
proveditelna kvili problémtm tykajicich se absorpce antioxidanti v burikach a jejich transportu
Vv organismu.



2 Cil prace

Cilem této bakalairské prace bylo zpracovani literarni reSerSe zaméfené na porovnani
riznych metod pouzivanych ke stanoveni antioxidacni kapacity se zaméfenim na srovnani
stanoveni celkového obsahu polyfenoli. V praktické ¢asti byl spektrofotometricky zjisStovan
celkovy obsah polyfenolii u vybranych vzorka.

2.1 Hypotéza

Standardni spektrofotometrické stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci kyvet 1ze nahradit
stanovenim za pouziti mikrotitracnich desticek.



3 Literarni reSerse

3.1 Volné radikaly

Volny radikal 1ze definovat jako jakykoli molekularni druh schopny nezavislé existence,
ktery obsahuje neparovy elektron v atomovém orbitalu. Pfitomnost neparového elektronu ma
za nasledek urcité spole¢né vlastnosti, které sdili vétsina radikali. Mnoho radikald je vysoce
reaktivnich a mohou bud’ elektron darovat, nebo pfijimat elektron z jinych molekul, a proto se
chovaji jako oxidanty nebo redukéni latky. V disledku této vysoké reaktivity ma vétSina
radikaltl v biologickych systémech velmi kratky polodas Zivota (10 sekund nebo méng), i kdyz
stavech jsou derivaty kysliku, zejména superoxid a hydroxylovy radikal (Young & Woodside
2001).

Superoxid (O27) vznika piidanim jediného elektronu ke kysliku. Retézec pienosu
elektront ve vnitini mitochondrialni membrané provadi redukci kysliku na vodu. Béhem tohoto
procesu se vytvareji meziprodukty volnych radikal, které jsou obecné pevné vazany na slozky
transportniho fetézce. Do mitochondrialni matrice vSak neustale unikéd nékolik elektrond, coz
vede k tvorbé superoxidu (Becker et al. 1999). Jakykoli biologicky systém vytvaiejici superoxid
bude také produkovat peroxid vodiku v dusledku spontanni dismuta¢ni reakce (Chance et al.
1979). Peroxid vodiku neni sam o sob¢ volnym radikalem, ale je obvykle zahrnut pod obecnou
hlavicku ROS (reaktivni formy kysliku). Je to slabé oxidac¢ni ¢inidlo, které by mohlo pfimo
vlastnosti je vSak schopnost volné prochazet bunéénymi membranami, coZ superoxid obecné
nemuze udélat (Halliwell & Gutteridge 1990). Proto se peroxid vodiku vytvofeny na jednom
misté¢ muze rozptylit do zna¢né vzdalenosti piedtim, nez se rozlozi, ¢imz se ziska vysoce
reaktivni hydroxylovy radikal, ktery pravdépodobné zprostredkovava vétsinu toxickych ucink
ptipisovanych peroxidu vodiku (Tatsuzawa et al. 1999).

Hydroxylovy radikdl (OH*) je pravdépodobné kone¢nym pienasecem vétSiny volnych
radikali zpusobujicich poskozeni tkané. VSechny vyse popsané reaktivni formy kysliku
uplatnuji vétSinu svych patologickych tc€inkt tim, ze vedou k tvorbé hydroxylovych radikald.
Divodem je to, ze hydroxylovy radikal reaguje s extrémné vysokymi rychlostnimi konstantami,
s témef kazdym typem molekuly, ktery 1ze najit v zivych buiikach vcetné cukrli, aminokyselin,
lipid a nukleotidii. Ackoli k tvorbé hydroxylovych radikdlit mize dojit né¢kolika zplsoby,
katalyzovany rozklad superoxidu a peroxidu vodiku (Stohs & Bagchi 1995).

Produkce volnych radikali probiha neptetrzit¢ ve vSech buiitkach jako soucéast normalni
bunééné funkce, pfedevsim pii aerobnim metabolismu (Fang et al. 2002). Nadmérna produkce
volnych radikali pochazejicich z endogennich zdroji vSak mize hrat roli v mnoha nemocech.
Je to déno tim, Ze jak jiZ bylo zminéno, volné radikdly piisobi na biologicky vyznamné
slou€eniny, predevsim lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, pozméiuji jejich strukturu a tim
modifikuji jejich funkci (Paulova et al. 2004; Zampelas & Micha 2015). Ackoli k produkci
volnych radikalid dochazi v dasledku endogennich reakci, které hraji dalezitou roli v normalni
funkci bunek, je dulezité si uvédomit, ze exogenni faktory (tj. faktory prostiedi) mohou také
podporovat tvorbu radikalti. Napft. ultrafialové zareni vede k tvorbé singletového kysliku a
dalsich reaktivnich forem kysliku v kuzi (McCaughan 1999). Také latky znecist'ujici atmosféru,
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jako je ozon a oxid dusicity, vedou k tvorbé radikdli a vycerpani antioxidantu v
bronchoalveolarni vystelce, coz mize zhorsit respiracni onemocnéni. Cigaretovy koui obsahuje
milimolarni mnozstvi volnych radikalti spolu s dal$imi toxickymi latkami (Pourcelot et al.
1999). Rizna xenobiotika mohou rovnéZz zpusobit poskozeni tkané v disledku tvorby volnych
radikall, vcetné paraquatu, paracetamolu, bleomycinu a antracyklini (Young & Woodside
2001).

3.1.1 Tvorba volnych radikali

Jak jiz bylo zminéno, vznik volnych radikali mize byt iniciovan fadou chemickych a
fyzikélnich jevi. Jednd se o neenzymatickou fetézovou reakci, kterd postupné probiha
Vv krocich: iniciace, propagace, vétveni a terminace. Reakce miize byt zahajena plisobenim
vnéj$ich Cinidel, jako je teplo, svétlo nebo ionizujici zafeni, nebo chemickou iniciaci kovovymi
ionty nebo metaloproteiny (Kanner et al. 1987).

3.1.1.1 Iniciace

LH+R*— L*+RH
radikdlem. Oxidace lipidu vytvaii vysoce reaktivni allylovy radikél (L*), ktery muze rychle
reagovat s kyslikem za vzniku lipidového peroxylového radikalu (LOO*) (Antolovich et al.
2002).

3.1.1.2 Propagace

L*+ Oz, — LOO*®

LOO*+LH — L* + LOOH

Peroxylové radikaly jsou velmi reaktivni slouceniny, které mohou déle oxidovat lipidy,
¢imz se vytvaieji primarni produkty oxidace lipida - hydroperoxidy lipidd (LOOH), které se
dale stépi na Sirokou $kélu slou€enin, vcetné alkohold, ketond, aldehydui, alkylformiatd a
alkoxylového radikalu (L*) (Antolovich et al. 2002).

3.1.1.3 Vétveni

LOOH — LO* + HO®
2LOOH — LOO* + LO* + H20
Rozpad lipidovych hydroperoxidlii Casto zahrnuje katalyzu iontl pfechodnych kovi,

v reakcich analogickych s peroxidem vodiku, coz vede ke vzniku peroxidovych a alkoxylovych
radikalt (Antolovich et al. 2002).

3.1.1.4 Terminace

LO* + LO* —
LOO* + LOO* — neradikalové produkty
LO*+LOO* —
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Terminacni reakce Casto zahrnuji spojeni dvou radikalti za vzniku neradikalovych
produktti (Antolovich et al. 2002).

3.2 Antioxidanty v organismu

Antioxidanty chrani lidské télo jak pfed volnymi radikaly a ROS, tak i pfed poSkozenim
reaktivnimi formami dusiku (RNS) a chloru (RCS) tim, ze zabranuji jejich tvorbé nebo
podporuji jejich rozklad. Antioxidant Ize definovat jako: ,,jakoukoli latku, ktera, je-1i pfitomna
v nizkych koncentracich ve srovnani s koncentracemi oxidovatelného substratu, vyrazné
zpozd’uje nebo inhibuje oxidaci tohoto substratu.” Vyraz ,,oxidovatelny substrat zahrnuje
témer vSe, co se nachazi v potravinach a zivych tkanich, véetné bilkovin, lipidd, sacharidd a
DNA. K ochran¢ bunéénych slozek pied poskozenim indukovanym volnymi radikaly je
zapotiebi Siroka Skala antioxidac¢ni ochrany, endogenni i exogenni, protoze radikaly reaguji
neselektivnim zplsobem, coz vede k poskozeni téméf jakékoli bunééné slozky (Young &
Woodside 2001).

Antioxidanty lze rozdélit n€kolika zptsoby. Jednim z nich je rozdé€leni antioxidantii do
dvou tfid dle jejich plisobeni na primarni nebo fetézec Stépici antioxidanty a sekundarni nebo
preventivni antioxidanty (Apak et al. 2013). Primarni antioxidanty (AH), jsou-li pfitomny ve
radikalem nebo inhibovat propaga¢ni krok prostfednictvim reakce s peroxylovymi nebo
alkoxylovymi radikaly. Sekundarni nebo preventivni antioxidanty jsou slouceniny, které
zpomaluji rychlost oxidace (Frankel & Meyer 2000).

Dalsi zptisob rozdéleni antioxidanti, ktery je v této praci podrobnéji popsan, je rozdéleni
dle funkce v organismu. Takto je lze rozdélit do tfi hlavnich skupin: antioxida¢ni enzymy,
antioxidanty $tépici fetézce a bilkoviny vazajici piechodny kov (Young & Woodside 2001).

3.2.1 Rozdéleni

3.2.1.1 Antioxida¢ni enzymy

3.2.1.1.1 Katalaza

Kataldza byla prvni antioxidani enzym, ktery byl charakterizovan, a katalyzuje
dvoustupiiovou preménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Sestava ze ¢tyf bilkovinnych
podjednotek, z nichz kazda obsahuje porfyrinovou hemovou (Zeleznatou) skupinu a molekulu
NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) (Kirkman et al. 1987). Katalaza je z velké ¢asti
lokalizovana v bunéénych organelach peroxisomech, které také obsahuji vétSinu enzymi
schopnych generovat peroxid vodiku. Doposud neni zcela jasné, jaké je mnozstvi katalazy v
cytoplazmeé a dalSich subcelularnich kompartmentech, protoze peroxisomy se snadno protrhnou
béhem manipulace s buikami (Young & Woodside 2001).

3.2.1.1.2 Glutathionperoxidaza a glutathion reduktaza

Vsudyptitomny tripeptid glutathion (GSH), ktery je nejhojnéj$im thiolem s nizkou
molekulovou hmotnosti téméf ve vSech bunkach, se podili na Siroké Skale enzymatickych
reakci. Hlavni funkci GSH je slouzit jako redukéni €inidlo v oxidacné redukénich procesech,

coz vede k tvorbé glutathion disulfidu (GSSG). GSH chrani buiky pied volnymi radikaly,
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peroxidy a dal§imi toxickymi slouceninami. Glutathion také hraje diilezitou roli v ledvinach a
podili se na transportnim systému zapojeném do reabsorpce aminokyselin (Young & Woodside
2001).

Glutathionperoxiddza je selenoenzym, jehoz Vv jatrech jsou dvé tietiny pfitomny v
cytosolu a jedna tietina v mitochondriich. Daéle se vyskytuje v ledvinach, plicich, v zaludku a
ve stievech (Howie et al. 1990). U glutathionperoxidazy rozliSujeme Ctyfi rizné izoenzymy:
bunécna glutathionperoxidaza, extracelularni glutathionperoxidaza, fosfolipid
hydroperoxidova glutathionperoxidaza a gastrointestinalni glutathionperoxidaza (Young &
Woodside 2001). Glutathionperoxidazy katalyzuji oxidaci glutathionu na tkor hydroperoxidu,
kterym muize byt peroxid vodiku nebo napftiklad lipidovy hydroperoxid (Takahashi & Cohen
1986).

3.2.1.1.3 Superoxiddismutaza
Superoxiddismutazy katalyzuji preménu Superoxidu na peroxid vodiku. Peroxid vodiku
musi byt poté odstranén kataldzou nebo glutathionperoxiddzou. V sav¢ich tkanich jsou tfi formy
superoxiddismutazy, kazd4 se specifickym subcelularnim umisténim a riiznou distribuci
v tkanich (Young & Woodside 2001).
I.  Superoxiddismutdza médi a zinku (CuZnSOD) se nachéazi v cytoplazm¢ a
organelach prakticky vSech sav¢ich bunék. M4 molekulovou hmotnost priblizné
32 000 kDa a ma dvé bilkovinné podjednotky, z nichz kazda obsahuje katalyticky
aktivni méd’ a atom zinku (Liou et al. 1993; Young & Woodside 2001).

Il.  Mangan superoxiddismutdza (MnSOD) se nachazi v mitochondriich témét vSech
bun¢k a ma molekulovou hmotnost 40 000 kDa. Sklada se ze ¢tyt bilkovinnych
podjednotek, znichz kazda pravdépodobné obsahuje jeden atom manganu.
Aminokyselinova sekvence MnSOD je zcela nepodobna sekvenci CuZnSOD a
neni inhibovana kyanidem, coz umoziuje odlisit aktivitu MnSOD od aktivity
CuZnSOD ve smésich téchto dvou enzyma (Weisiger & Fridovich 1973; Young
& Woodside 2001).

I1l.  Extracelularni superoxiddismutaza (EC-SOD) je méd’ a zinek obsahujici SOD
odli$na od vyse popsané CuZnSOD. EC-SOD je syntetizovana pouze nckolika
typy bunék, vcetn€ fibroblastli a endotelidlnich bunék, a je exprimovéna na
bunééném povrchu, kde je véazana na heparansulfaty. EC-SOD je hlavni
superoxiddismutazou detekovanou v extracelularnich tekutinach a je uvoliiovana
do obéhu z povrchu cévniho endotelu po injekci heparinu (Karlsson et al. 1993).

3.2.1.2 Antioxidanty inhibujici fetézovou reakci volnych radikalt

Kdykoli volny radikal interaguje s jinou molekulou, mohou byt generovany sekundarni
radikaly, které pak mohou reagovat s jinymi molekulami za vzniku jesté radikalngjsich forem.
Klasickym ptikladem takové fetézové reakce je peroxidace lipidl a reakce se bude dale Sifit,
dokud se dva radikaly nezkombinuji za vzniku stabilniho produktu nebo dokud nebudou
radikaly neutralizovany antioxidantem §tépicim fetézec (De Zwart et al. 1999). Antioxidanty
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elektron radikalu s tvorbou stabilnich vedlejsich produkti (Halliwell 1995). Obecné se naboj
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spojeny s ptitomnosti nesparovaného elektronu disociuje na vychytavaci a vysledny produkt
nebude snadno pfijimat ani darovat elektron na jinou molekulu, coz brani dalSimu Sifeni
fetézové reakce. Takové antioxidanty lze vhodné rozdélit dle rozpustnosti na hydrofilni a
lipofilni antioxidanty (Young & Woodside 2001).

3.2.1.2.1 Lipofilni antioxidanty

Tyto antioxidanty zachycuji radikaly v membranéch a lipoproteinovych ¢asticich a jsou
pravdépodobné vitamin E (Esterbauer et al. 1991). Vitamin E se vyskytuje v pfirod¢ v osmi
raznych formach, které se velmi lisi mirou jejich biologické aktivity. Tokoferoly (a, B, v a o;
Obrazek 1) maji chromanovy kruh a fytylovy zbytek a 1isi se poctem a polohou methylovych
skupin na chromanovém kruhu. Tokotrienoly (a, B, y a 8; Obrazek 2) jsou strukturalné podobné,
ale obsahuji nenasycené vazby. Ob¢ tfidy sloucenin jsou rozpustné v tucich a maji vyrazné
antioxidacni vlastnosti (Horwitt 1991). Reaguji rychleji nez polyenové mastné kyseliny s
peroxylovymi radikaly, a proto narusuji fet€zovou reakci peroxidace lipidi. Kromé své
antioxida¢ni tilohy se miize vitamin E také podilet na stabilizaci membran (Uranoso et al. 1992).
V bunécnych membrénach a lipoproteinech je zdkladni antioxida¢ni funkci vitaminu E
zachyceni peroxylovych radikali a preruseni fetézové reakce peroxidace lipida (Burton &
Ingold 1986). Deficience vitaminu E u lidi je vzacna, ackoli mize zplsobit hemolyzu (Swann
& Kendra 1998).

Vitamin E nezabrani pocatecni tvorbé alkylovych radikali v lipofilnim prosttedi, ale
minimalizuje tvorbu sekundéarnich radikald. a-Tokoferol je nejucinn€jsim lipofilnim
antioxidantem in vivo a je také nejhojnéj$im v lidském organismu. Rychle reaguje s
peroxylovym radikdlem za vzniku relativné stabilniho tokoferoxylového radikalu, pficemz
prebytek naboje spojeny s dal$im elektronem je rozptylen v chromanovém kruhu. Tento
stabilizovany radikal by mohl nasledné reagovat nékolika zpisoby. a-Tokoferol by mohl byt
regenerovan reakci na vodné rozhrani s askorbovou kyselinou nebo jinym hydrofilnim
antioxidantem, jako je redukovany glutathion nebo urat (Kagan & Tyurina 1998). Alternativné
by se dva a-tokoferoxylové radikaly mohly spojit za vzniku stabilniho dimeru, nebo by mohl
byt radikal Gplné oxidovan za vzniku tokoferol chinonu (Young & Woodside 2001).

R| R: R} NleC\-'

H H H tokol

CHj; CHj; CHj; a-tokoferol
CHj; H CHj; [-tokoferol
H CH; CH; v-tokoferol
H H CH; d-tokoferol

Obrazek 1 Struktura tokoferolu (Tomsej 2017)

14



R| R: R3 NﬁZCV

H H H tokotrienol

CH; CH; CH; a-tokotrienol
CH; H CHj3 [-tokotrienol
H CH;3 CH3 y-tokotrienol
H H CH; d-tokotrienol

Obrazek 2 Struktura tokotrienolu (Tomsej 2017)

vvvvvv

Karotenoidy jsou skupinou antioxidantti rozpustnych v tucich, z nichz je nejdilezité;jsi
B-karoten (Obrazek 3), i kdyz nejméné 20 dalsich karotenoidii mizeme nalézt v membranach a
lipoproteinech. Jsou to zvlasté ucinné vychytavace singletového kysliku, ale mohou také
zachycovat peroxylové radikaly pfi nizkém tlaku kysliku s G¢innosti podobnou tucinnosti
a-tokoferolu (Fukuzawa et al. 1998). Protoze tyto podminky pievladaji v mnoha biologickych
tkanich, mohly by karotenoidy hrat roli pfi prevenci peroxidace lipidt in vivo (Chaudiére &
Ferrari-lliou 1999). N¢které karotenoidy sehravaji dilezitou roli jako prekurzory vitaminu A
(retinol). Vitamin A vykazuje antioxida¢ni vlastnosti ve tkanich a lipozomech (Keys & William
1999).

Obrazek 3 Struktura B-karotenu (Polimerek 2006)

Flavonoidy jsou velkou skupinou polyfenolickych antioxidantl vyskytujicich se v mnoha
druzich ovoce, zeleniny a népoja, jako je ¢aj a vino. Bylo identifikovano vice nez 4 000
flavonoidi a jsou rozdéleny do nékolika skupin podle své chemické struktury, véetné flavonola
(kvercetin a kemferol), katechind (flavan-3-oly), flavont (apigenin) a isoflavonti (genistein).
Kromé flavonoidit mohou mit k celkové antioxidaéni aktivité maly ptispévek jiné fenolické
slouCeniny pfijimané v potrave, naptiklad taniny, lignany a fenolické kyseliny (Hertog et al.
1993; Young & Woodside 2001).

Ubiquinol-10, redukovana forma koenzymu Q10, je také antioxidantem rozpustnym v
tucich. Ackoli je pfitomen v niz§ich koncentracich nez a-tokoferol, mize zachycovat lipidové
peroxylové radikaly s vys§i U¢innosti nez a-tokoferol nebo karotenoidy, a mize také
regenerovat membranové vazany a-tokoferol z tokoferylového radikalu. Ve skutecnosti,
kdykoli je plazma nebo izolovany lipoprotein s nizkou hustotou (LDL) vystaven radikalim
generovanym v lipidové fazi, ubiquinol-10 je prvni antioxidant, ktery se spotiebuje, coz
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naznacuje, ze by mohl mit zvlastni vyznam pii prevenci peroxidace lipidi. AvSak prace na
dalsim objasnéni jeho ulohy byla omezena snadnosti, s jakou se ubinquinol-10 oxiduje béhem
manipulace se vzorkem nebo pii analyze (Thomas et al. 1996).

3.2.1.2.2 Hydrofilni antioxidanty

Tyto antioxidanty piimo zachycuji radikaly pfitomné ve vodné fazi. Kvalitativné
1999). U lidi pusobi askorbova kyselina jako nezbytny kofaktor pro nékolik enzymu
katalyzujicich hydroxyla¢ni reakce. Ve vétsin€ piipada poskytuje elektrony pro enzymy, které
vyzaduji protetické kovové ionty v redukované formé k dosazeni plné enzymatické aktivity.
Nejznamé;jsi role askorbové kyseliny spociva v tom, ze je kofaktorem pro prolyl a lysyl oxidazy
pti syntéze kolagenu. Kromé téchto dobfe definovanych ucinkl vSak zavisi na pfitomnosti
askorbové kyseliny nékolik dalSich biochemickych drah (Levine 1994). Kromé role
enzymatického kofaktoru je jeji dalsi hlavni funkce antioxida¢ni. Ukazalo se, ze vychytava
superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, kyselinu chlornanovou, vodné peroxidové
radikdly a singletovy kyslik. Béhem svého antioxida¢niho piisobeni podléha redukci dvou
elektronil, zpo€atku na semidehydroaskorbylovy radikdl a nasledné na dehydroaskorbat
(Obrazek 4). Semidehydroaskorbylovy radikal je relativné stabilni v dusledku rozptylu naboje
spojeného s pritomnosti jediného elektronu na tfi atomy kysliku. Lze jej snadno detekovat
pomoci elektronové spinové rezonance v télnich tekutinach v ptitomnosti zvysené produkce
volnych radikalt. Dehydroaskorbat je relativné nestabilni a snadno hydrolyzuje na kyselinu
diketogulonovou, ktera se nasledné¢ S$tépi na kyselinu $tavelovou. Byly popsany dva
mechanismy, kterymi Ize dehydroaskorbat redukovat zpét na askorbat; jeden je zprostfedkovan
selenoenzymem thioredoxin reduktazou a druhy je enzymaticky zprosttedkovana reakce, ktera
pouziva redukovany glutathion (May et al. 1998a). Dehydroaskorbat v plazmé je
pravdépodobné rychle zachycen ¢ervenymi krvinkami pied rozlozenim, takze je ptitomno jen
velmi malé mnozstvi, pokud viibec né&jaké, dehydroaskorbatu v plazmé (Koshiishi et al. 1998).

HO HO

0
HO—_ . i,, HO—_

H» — Hy

HO OH o} 0]
Obrazek 4 Oxidace askorbové kyseliny na dehydroaskorbat (Vejrazka 2009)

Kromé askorbové kyseliny jsou v plazmé pfitomny i dal§i antioxidanty ve vysokych
koncentracich. Kyselina mocova ucinné vychytava radikaly a pfeménuje se na alantoin
(Grootveld & Halliwell 1987). Urat maze byt zvlaste dulezity pfi zajistovani ochrany proti
urcitym oxida¢nim ¢inidlim, jako je ozon (Cross et al. 1992). Predpoklada se, ze prodlouzeni
delky Zivota, ke kterému doSlo béhem evoluce clovéka, 1ze ¢aste€né vysvétlit ochrannym
pusobenim kyseliny modové v lidské plazmé (Ames et al. 1981). Cast antioxida¢niho u&inku
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uratu mize byt zpiisobena tvorbou stabilnich nereaktivnich komplexi se Zelezem, ale je to také
ptimy vychytava¢ volnych radikala (Young & Woodside 2001).

Dal8imi hydrofilnimi antioxidanty Stépicimi fetézce v plazmé jsou thiolové skupiny
vazané na bilkoviny. Sulfhydrylové skupiny piitomné v plazmatickych bilkovinach mohou
fungovat jako antioxidanty S$t€pici fetézec tim, Ze daruji elektron K neutralizaci volnych
radikali, coz ma za nasledek tvorbu sirnych (thiyl) radikala bilkoviny. Albumin je pfevladajici
plazmaticka bilkovina a vyznamné ptispiva k plazmatickym sulfhydrylovym skupinam, ackoli
ma také n€kolik dalsich antioxida¢nich vlastnosti. Albumin obsahuje 17 disulfidickych mustkt
a ma jediny zbytek cysteinu, a pravé tento zbytek je zodpovédny za schopnost albuminu
stabilizovat peroxylové radikaly. Tato vlastnost je dulezita s ohledem na roli, kterou hraje
albumin pfi transportu volnych mastnych kyselin v krvi. Kromé toho méa albumin schopnost
vazat ionty médi, a tak inhibovat peroxidaci lipidi a tvorbu hydroxylovych radikali. Je to také
silny vychytava¢ fagocytujiciho produktu kyseliny chlorné a poskytuje hlavni obranu plazmy
proti tomuto oxidantu. Protoze samotny albumin je poSkozen, kdyz ptsobi jako antioxidant, byl
formam antioxidantli. Vysoka plazmatickd koncentrace albuminu a relativné kratky polocas
zivota znamenaji, ze jakékoli poskozeni nebude pravdépodobné mit biologicky vyznam. Prace
in vitro v8ak ukazaly, Ze bilkovinné sirné radikaly mohou samy o sob¢& puisobit jako potencialni
zdroj reaktivnich oxidantl. Sirny radikal mize odtrhnout elektron z polyenové mastné kyseliny
a zahajit proces peroxidace lipidd, coz je reakce, kterou Ize inhibovat askorbovou kyselinou a
retinolem (Riedl et al. 1996). Bylo prokazano, ze antioxida¢ni G¢inky albuminu a dalSich
bilkovin se pfi vysokych koncentracich snizuji, a uvazuje se, Ze je to proto, ze sirné radikaly
mohou oxidativné poskodit jiné molekuly. Vyznam téchto zjiSténi pro antioxidaéni roli
albuminu in vivo zistava nejasny (Young & Woodside 2001).

3.2.1.3 Bilkoviny vazajici kovy

Bilkoviny vazajici se na piechodny kov (feritin, transferin, laktoferin a ceruloplasmin)
pusobi jako klicova slozka antioxidacniho obranného systému tim, ze brani interakci
ptechodnych kovi, jako je zelezo a méd’, s peroxidem vodiku a superoxidem. Volné zelezo je
schopné stimulovat produkci volnych radikali, které zptisobuji oxidac¢ni poskozeni, napt. v
disledku peroxidace lipida (Atanasiu et al. 1998).

Feritin je jednou z hlavnich bilkovin metabolismu Zeleza. Nachazi se ve vSech bunkach
téla a ve zvlaste vysokych koncentracich v jatrech, slezin¢ a v kostni dfeni. Jedna se o komplex
tvofeny apoferitinem a trojmocnym Zelezem Fe®* (Worwood 1979).

Transferin je plazmaticky glykoprotein vazajici zelezo, ktery je pfijiman buikami pies
specifické receptory. Uvoliovani zeleza je zavislé na pH a bilkovina neobsahujici Zelezo je
recyklovana z bunky a uvolnéna do ob&hu za ucelem opétovného pouziti (Crichton &
Charloteaux-Wauters 1987). Pokud neni vazan na Zelezo, je transferin znam jako apotransferin.
Hlavnim mistem syntézy jsou jatra, ale mtize byt produkovan 1 v jinych tkanich a organech,
napiiklad v mozku (Moos et al. 2007).

Laktoferin je zelezo vazajici glykoprotein ze skupiny transferintl, ktery je exprimovan a
vylu¢ovan Zlazovymi epitelialnimi buiikami. Nejvice se vyskytuje v savéim mléce a mlezivu.
Puvodné byl povazovan za bilkovinu vazajici zelezo v mléce s bakteriostatickymi vlastnostmi,

17



ale je stale vice zfejmé, Zze laktoferin je multifunkéni bilkovina, které bylo pfifazeno nékolik
fyziologickych roli. Patii mezi né regulace homeostazy Zeleza, obrana hostitele pred Sirokou
ochrana pred vyvojem a metastazovanim nadorii. Zatimco vazba Zeleza je pravdépodobné
ustiedni pro nékteré z biologickych roli laktoferinu, dalsi aktivity, v¢etné specifickych interakci
se savCimi receptory a mikrobidlnimi slozkami, také ptispivaji k pleoitropické funkéni povaze
této bilkoviny (Ward et al. 2005).

Ceruloplasmin je sérova ferroxidaza, ktera obsahuje vice nez 95 % médi nachazejici se v
plazmé. Navzdory potiebé médi pro funkci ceruloplasminu, tato bilkovina nehraje zasadni roli
V jejim transportu nebo metabolismu, ale mize fungovat jako antioxida¢ni enzym, ktery miize
katalyzovat oxidaci dvojmocného zeleza. Nekteré studie vSak naznacuji, ze ceruloplasmin
mize také vykazovat silnou prooxidacni aktivitu a zpusobit oxidaci LDL (Ehrenwald et al.
1994; Fox et al. 1995). Pacienti se sniZzenou koncentraci této bilkoviny trpi Wilsonovou
chorobou, ktera se vyznacuje abnormalnim hromadénim meédi v jatrech, coz zpusobuje
poskozeni jaternich bunék, poruchy funkce centralniho nervového systému a hemolytickou
anémii (Hellman & Gitlin 2002).

3.2.2 Interakce mezi antioxidanty

Prestoze byly Gc¢inky antioxidantli $tépicich fetézec zvaZzovany V textu vyse samostatné,
je dulezité si uvédomit, Ze in vivo bude mezi jednotlivymi antioxidanty pravdépodobné
dochazet ke komplexnim interakcim. Ptikladem mize byt schopnost askorbové kyseliny
recyklovat tokoferylovy radikal na rozhrani voda-tuk, takze je schopna regenerovat tokoferol
(May et al. 1998b). To by mohlo byt rozhodujici pro zajisténi toho, aby byly koncentrace
tokoferolu udrzovany v lipoproteinech a membranach. Podobnym zptisobem muze glutathion
regenerovat askorbovou kyselinu z dehydroaskorbové. Mezi antioxidanty proto pravdépodobné
bude existovat slozita souhra, coz ztézuje predpoveédét, jak budou antioxidanty fungovat in vivo.
existyjicich v ur¢itém mikroprostiedi, v ur¢itém case a na povaze oxidacniho poSkozeni, ke
kterému dochazi (Young & Woodside 2001).

3.2.3 Prooxidacni piisobeni antioxidantu

Druhou dulezitou vlastnosti antioxidanti Sté€picich fetézec je jejich schopnost pusobit
jako prooxidanty. Za uréitych okolnosti muze pfitomnost antioxidantu paradoxné vést ke
zvySenému oxida¢nimu poskozeni. Naptiklad se uvadi, ze podavani askorbové kyseliny miize
nékdy vést ke zvySeni oxidacniho poskozeni, zejména pokud se podava také Zelezo. Podobné
bylo jasn€ prokazano in vitro, ze tokoferol by mohl podporovat oxidaci LDL v nepfitomnosti
hydrofilniho antioxidantu, jako je askorbova kyselina. Zda jsou tyto reakce dulezité in vivo,
neni dosud jasné. Pii navrhovani a interpretaci vysledki klinickych hodnoceni suplementace
antioxidantll vSak musi byt zvaZena mozZnost, Ze antioxidanty mohou mit prooxida¢ni ucinky
in vivo (Neuzil et al. 1997; Young & Woodside 2001).
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3.3 Antioxidanty v potravinach

Oxidace patii mezi chemické reakce, které mohou ovlivnit kvalitu potraviny, zejména jeji
vyzivovou hodnotu, senzorické vlastnosti jako jsou barva, chut’ ¢i struktura a také bezpecnost
potravin (Antolovich et al. 2002). Kromé autooxidace mutiZze dojit ke zhorSeni kvality lipida v
potravinach pusobenim svétla, zvySenou aktivitou lipoxygenazy nebo oxidace za vysokych
teplot, naptiklad pfi smazeni potravin. Mnohé produkty vytvotené v dusledku oxida¢nych
reakci v potravinach jsou si svym charakterem podobné. VSechny oxidacni procesy by tedy
mély byt kontrolovany, aby byly potravinaiské lipidy chranény pied nezddoucimi zménami
(Kelley et al. 1999; Shahidi 2000).

Vyrobci potravin pouzivaji potravinarské antioxidanty, aby zabranili zhorSovani kvality
produkti a udrzovali jejich vyzivovou hodnotu. Antioxidanty mohou byt v potravinach
ptitomny jako piirozené se vyskytujici slozky potravin nebo mohou byt do potravin piidavany
ptirodni nebo syntetické antioxidanty za ti¢elem ochrany jejich lipidovych slozek pted oxidact,
a tim zhor$enim kvality potravin (Shahidi 2000).

Mezi nejcastéji pouzivané syntetické antioxidanty patii butylhydroxyanisol (BHA),
butylhydroxytoluen (BHT), propylgalat (PG) a terc-butylhydrochinon (TBHQ), které se bézn¢
pouzivaji v potravinatstvi. Pouziti syntetickych antioxidantl v potravinach saha az do 40. let
20. stoleti, kdy bylo zjisténo, Ze BHA zpomaluje oxidaci. Bylo také ziejmé, ze je tieba potlacit
Skodlivé ucinky prechodnych kovi, jako je zelezo a méd’. Néasledné bylo zjisténo, ze urcité
kyseliny, jako je kyselina citronova, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) nebo jejich
derivaty, pisobi v kombinaci s fenolickymi antioxidanty jako deaktivatory kovl nebo
chelataéni ¢inidla (Ito et al. 1986; Shahidi 2000).

3.3.1 Prirodni antioxidanty v potravinach

Ptirozen¢ se vyskytujici inhibitory oxidace v potravinach obvykle pochézeji z rostlinnych
sloZzek. Mohou byt také produkovany v disledku chemickych zmén probihajicich v potravinach
Vv pritbéhu jejich zpracovani (napt. Maillardovy reakéni produkty) nebo mohou byt extrahovany
z nepotravinovych slozek (napf. z nepotravinaiskych rostlin). Nelze vSak ignorovat pfitomnost
piirodnich antioxidantd, jako je karnosin (dipeptid s chelatacnimi vlastnostmi) ve svalovych
tkanich zvifat, jako je driibez. Kromé toho je potieba brat v tivahu také ulohu antioxida¢nich
vitamind, mineralnich latek a enzymu. Nejaktivnéjsi antioxidanty pfijimané potravou patii do
rodiny fenolickych a polyfenolickych sloucenin. Fenolické slouceniny vyskytujici se v
potravinach patii do skupiny fenylpropanoidi (C6-C3) a jsou derivaty kyseliny skoficové. Tyto
slouCeniny jsou tvofeny z fenylalaninu a v mensi mife u nékterych rostlin z tyrosinu. Fenolové
kyseliny, fenylpropanoidy a flavonoidy v potravinach se mohou vyskytovat ve volné formé, ale
casto jsou glykosylovany s riznymi cukry, zejména glukézou. Fenolové kyseliny mohou byt
také pfitomny v esterifikovanych i jinak vazanych formach. Tokoferoly, karotenoidy a vitamin
C jsou dalsi skupiny sloucenin, které se také Siroce vyskytuji v rostlinnych materialech 1 ve
zvifecich tkanich. (Shahidi 2000).

Epidemiologické a klinické studie prokazaly, ze fenolické antioxidanty vyskytujici se v
obilovinach, ovoci a zeleniné jsou hlavnimi faktory pfispivajicimi ke snizeni vyskytu
chronickych a degenerativnich chorob (Shahidi 2000).
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Pfirodni antioxidanty vyskytujici se v potravindich mohou byt pouzity jako slozka
viceslozkovych potravin za Gcelem jejich stabilizace nebo mohou byt extrahovany a pridavany
do potravin. Napiiklad ovesny a amarantovy olej obsahujici vysoké mnozstvi antioxidantt, jako
jsou tokoferoly a skvalen, mohou byt ptidany do nékterych dalSich oleji, aby je stabilizovaly.
Kromé toho mohou byt extrakty zelené¢ho caje, rozmarynu a Salvéje pouzity v rtznych
potravinach za téelem potlaceni oxidace. Také mohou byt pro zpomaleni oxidace volné
lozenych oleji, emulzi a dalSich produkti pouzity smési tokoferoli, jakoz i kombinace
tokoferolu s lecitinem a askorbovou kyselinou (Shahidi 2000).

Antioxidacni aktivita konkrétni slouCeniny, smési sloucenin nebo piirodniho zdroje
obsahujiciho tyto slou¢eniny obecné souvisi s jejich schopnosti zachytit volné radikaly, rozlozit
je nebo potlacit singletovy kyslik nebo ptipadné ptsobit jako chelatory kovi nebo synergisty s
dals$imi ptfitomnymi slozkami. Antioxidanty z pfirodnich zdrojii jsou c¢asto pfitomny v
kombinacich zahrnujicich mnoho rGznych sloucenin. Kazda sloucenina mize byt pfitomna
spole¢né s jejim prekurzorem (prekurzory) a reakénim produktem (produkty). Zptasob pisobeni
ptirodnich zdrojii antioxidanti se tedy mize liSit a mlize zahrnovat riizné mechanismy pusobeni
v zavislosti na typu a zdroji pouzitého materialu (Shahidi 2000).

Rostlinné materialy obsahuji mnoho typa antioxidanti s riznou antioxidaéni aktivitou.
V poslednich letech bylo studovano mnoho zdrojt antioxidantt rostlinného ptivodu. Mezi nimi
byly rozsahle studovany zejména oleje a olejnata semena, koteni a bylinky, ceredlie, zrna a také
bilkovinné hydrolyzaty a ¢aje (Shahidi 2000).

3.3.2 Tokoly jako vedlejsi slozky olejnatych semen a jedlych oleju

Jedl¢ oleje a olejnata semena poskytuji bohaty zdroj nezmydelnitelnych slozek, které
obsahuji rizné G¢inné latky, které mohou byt pouzity k zabranéni nebo zpomaleni oxidace.
K doprovodnym slozkam lipida v olejich a olejnatych semenech patii piedev§im tokoferoly a
tokotrienoly (souhrnné¢ znamé jako tokoly), dale fenolické latky a flavonoidy, steroly,
fosfolipidy, karotenoidy a triterpenylalkoholy a také slouceniny kyseliny fytové. Kazdy olej
muze obsahovat né€kolik tfid téchto sloucenin. Doprovodné latky lipidi mohou byt béhem
procesu vyroby jedlych tukl a oleji separovany a pouZity pro potravinaiské a nutraceutické
aplikace (Shahidi 2000).

Tokoly se Siroce vyskytuji v rostlinnych tkanich a jsou to monofenolické a lipofilni
slouceniny. Jak jiz bylo zminéno vySe, existuje osm ruznych tokold, které maji aktivitu
vitaminu E a vSechny nebo nékteré z nich jsou ptitomny v ruznych jedlych olejich. Pokud jde
0 aktivitu vitaminu E, je a-tokoferol nejucinngjsi pfitomnou slouceninou, zatimco aktivita
ostatnich tokoll je ve srovnani s a-tokoferolem nizsi. B-Tokoferol dosahuje 15-40 % aktivity
a-tokoferolu, y-tokoferol 1-20 %, &-tokoferol 15-30 %, a-tokotrienol 1 %, p-tokotrienol 15—
30 %, y-tokotrienol 1-5 % a &-tokotrienol 1%. Aktivita ptirozené se vyskytujiciho a-tokoferolu
je asi 0 30 % vyssi nez syntetického a-tokoferolu. Aktivita tokoll jako antioxidantl zavisi na
jejich chemické povaze a koncentraci. Podrobné zkoumani vysledk literatury vSak ukazuje, Ze
tokoferoly mohou pii vysokych koncentracich vykazovat prooxidacni aktivitu a Ze jejich
aktivita je zavisla na teplot¢ (Jung & Min 1990). Antioxidacni aktivita tokoferoli obecné
prevysuje aktivitu tokotrienold.
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Vyskyt tokolit v rostlinnych olejich je rozmanity, ale zivocisné tuky obecné obsahuji
pouze a-tokoferol, ackoli chované ryby mohou absorbovat a zadrzovat jiné tokoferoly ve svém
téle, prevazné y-tokoferol. V rostlinnych olejich jsou obvykle hojné zastoupeny o-, y- a
d-tokoferoly, zatimco B-tokoferol je zastoupen méné, s vyjimkou oleje z pSeniénych klicku.
Obecné je v olejich mnohem méné tokotrienoltl neZ tokoferolt, s vyjimkou palmového oleje a
oleje z pSeni¢nych kli¢ka. Je tieba také poznamenat, Ze celkovy obsah tokold v rostlinnych
olejich se zvySujicim se jodovym c¢islem nebo stupném nenasyceni. Tokoly v rostlinnych
olejich jsou obecné izolovany béhem jejich zpracovani. VétSina dostupnych smésnych
tokoferoll na trhu se ziskdva jako vedlej$i produkt pfi zpracovani sdjového oleje. Pouziti
tokoferolit ze s6jového oleje pro stabilizaci jinych jedlych oleji je bézné pouzivanym
postupem. Sme¢s tokoferola vsak lze také ziskat i z jinych olejt (Shahidi 2000).

Zatimco tokoly pusobi jako primarni antioxidanty, kyselina askorbova muze redukéné
regenerovat oxidované tokoly. V literatufe byla také popsana synergie mezi tokoferoly a
fosfolipidy (Hudson & Mahgoub 1981; Hildebrand et al. 1984). Fosfolipidy brani degradaci
tokoferoli, a tim prodluzuji trvanlivost jedlych oleji a produkti na bazi lipida (Shahidi 2000).

Znacnou ¢ast doprovodnich latek lipida tvoii kromé tokoferolu také steroly (v zivo¢isném
tuku cholesterol, v rostlinnych tucich fytosteroly). V posledni dob¢ vzrostl zajem o fytosteroly,
vzhledem k jejich pozitivnimu vlivu na zdravi ¢lovéka (snizovani hladiny cholesterolu v krvi)
a na trh byly uvedeny vyrobky, jako je margarin obohaceny fytosteroly (Shahidi 2000).
Fytosteroly zahrnuji vice nez 250 riznych steroltl, z toho nejvice se vyskytujicimi zastupci jsou
[-sitosterol, stigmasterol a kampesterol. Dle vyzkumu Yoshida & Niki (2003) bylo zjisténo, ze
tyto slouceniny vykazuji antioxida¢ni G¢inky pti oxidaci methyl-linoleatu v roztoku. Jejich
aktivita byla porovnana s 2,2,5,7,8-pentamethyl-chromanolem (PMC). Z naméfenych hodnot
byla vypocétena hodnota ucinku a ta se snizuje v poradi PMC > fytosterol ~ kampesterol ~ -
sitosterol > stigmasterol. Fytosteroly také pii smazeni zpomaluji oxidaci oleji, coz bylo
testovano s pouzitim so6jového oleje, ktery je kviili vysokému obsahu nenasycenych mastnych
kyselin velmi nestabilni (White & Artrong 1986). Také avenasterol obsazeny v ryzovém oleji
pusobi jako antioxidant pfi vysSich teplotach nebo pii smazeni (Gordon & Magos 1983).

3.3.3 Kofreni a bylinky

Ackoli koteni a bylinky byly ptidavany do potravin od starovéku, aby se zlepsila nebo
upravila jejich chut’, jejich antioxidaéni aktivita byla poprvé popsana az v roce 1943. Mezi
bylinkami a kofenim, které naSly své uplatnéni jako sloZka zlepSujici oxidaéni stabilitu
potravin, jsou nejdulezitéjsi extrakty rozmarynu a Salvéje. Zda se, ze antioxidacni aktivita
Salvéjovych extraktl je zpusobena stejnymi slouceninami, které jsou pfitomny v rozmarynu. Je
znamo, ze nékteré z uc¢innych latek pritomnych v téchto bylinkach, jako je karnosol a karnosova
kyselina, jsou dobrymi vychytavaci peroxylovych radikald. Také oregano ma silnou
antioxidacni aktivitu, lepSi nez BHA. Slouceniny odpovédné za antioxidacni aktivitu oregana
jsou zejména polyhydroxylbenzoova a skoficova kyselina. Kromé toho bylo zjisténo, Ze
rosmarinova kyselina a jeji derivaty jsou piitomny spolecné s protokatechovou a kavovou
kyselinou; byl také identifikovan glukosid protokatechové kyseliny (Hildebrand et al. 1984).
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3.3.4 Caje a ¢ajové extrakty

Caje v rtznych formach, nefermentovany (zeleny), polofermentovany (oolong) a
fermentovany (Cerny), jsou Siroce konzumovany po celém svété vV podobé napoje. Kromée toho
se v poslednich letech komeréné dodavaji i extrakty z listu ¢ajovniku (Camellia sinensis L.)
jako zdroj antioxidantd, které potlacuji oxidaci tukt. Caj je jednim z rostlinnych materiald,
ktery obsahuje velmi vysoké mnozstvi polyfenolu. Listy Cerstvého zeleného Caje obecné
obsahuji pfiblizné 36 % polyfenolt v susiné (He & Shahidi 1997). Nejvice zastoupenymi
polyfenoly v zeleném caji jsou katechiny, z nichz dominuje epigalokatechin galat (EGCG; 48—
55 %), nasledovany epigalokatechinem (EGC; 9-12 %), epikatechin galatem (ECG; 9-12 %),
epikatechinem (EC; 5-7 %) a také malym mnozstvim katechinu (0,3-0,6 %) a gallové kyseliny
(0,3-0,5 %). V listech zeleného Caje se nachazi i znaéné mnozstvi kofeinu (7—9 %). Béhem
vyroby caje oolong nebo Cerného Caje se Cast katechinti v ¢ajovych listech kondenzuje za
vzniku theaflavinl a thearubiginti. Obsah theaflavini v oolongu a ¢erném ¢aji je 0,84 a 1,64 %,
zatimco obsah thearubigint je 17,5 a 27,8 % (Shahidi 2000). Antioxida¢ni aktivita zeleného
Caje Casto prevySuje aktivitu ¢erného Caje a jeho extraktt (Wanasundara & Shahidi 1998).

Extrakty zeleného ¢aje mohou za ptitomnosti svétla vykazovat i prooxidacni aktivitu.
Dtivodem prooxidacni aktivity zeleného caje je pritomnost chlorofyl, které plisobi jako
fotosenzibilizatory (Wanasundara & Shahidi 1998). Studie na zvitecich modelech ukazaly, ze
zeleny ¢aj a EGCG mohou inhibovat vznik tumoru béhem stadia iniciace, propagace a progrese.
Ackoli jsou katechiny antioxidanty, které mohou zhaset nékteré druhy volnych radikali a
chelatovat prechodné kovy, existuji dikazy, Ze nckteré z ucinka téchto sloucenin mohou
souviset s vyvolanim oxidacniho stresu. Zda se, Ze takové prooxida¢ni ucinky jsou odpovédné
za vyvolani apoptozy (bunééné smrti) nadorovych bunek. Tyto prooxidaéni G¢inky mohou také
indukovat endogenni antioxida¢ni systémy, které poskytuji ochranu pied karcinogenezi
(Lambert & Elias 2011). Jak jiz bylo uvedeno vyse, pfirodni antioxidanty se skladaji ze smési
riznych fenolickych latek a jim piibuznych sloucenin, které mohou pisobit synergicky a
vzajemné se dopliovat. Tyto fenolické slou¢eniny mohou byt slozeny z riznych latek s riznou
hydrofilné-lipofilni rovnovahou (vzajemnym pomérem hydrofilnich a lipofilnich slozek,
pomoci neho lze vysvétlit chovani tenzidu na rozhrani fazi). Uginnost antioxidaénich systémi
v samotném oleji versus v emulzi olej ve vodé by tedy také zavisela na jejich pramérné hodnoté
hydorfilné-lipofilni rovnovahy (Shahidi 2000).

3.3.5 Kakao

Kakao se ziskava ze susenych, caste¢né fermentovanych semen kakaovniku (Theobroma
cacao) a vyrabi se z ného ¢okolada. Spotieba kakaovych vyrobki a cokolady piispiva k vyzivé
clovéka poskytovanim lipidl, cukrii, minerdlnich latek (draslik, hoicik, méd’ a Zzelezo) a
antioxidantl, zejména polyfenola (epikatechin, katechin a kvercetin), které mohou vykazovat
stejnou nebo dokonce vyssi antioxidacni kapacitu nez nékteré druhy ovoce nebo zeleniny. Také
bylo zjisténo, Ze antioxidacni aktivita kakaa mtze byt 4-5Skrat vySsi nez antioxidacni aktivita
cerného Caje, 2-3krat vySsi neZ antioxidacni aktivita zelené¢ho Caje a téméf dvakrat vyssi nez
antioxidac¢ni aktivita Cerveného vina (Lee et al. 2003). Obsah polyfenolt v surovych kakaovych
bobech se podstatné lisi od obsahu v kakaovém prasku nebo Cokoladé, které se vyrabéji
fermentaci, suSenim a prazenim (Subhashini et al. 2010). Témito upravami se obsah polyfenola
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snizuje (Zyzelewicz et al. 2016). Ackoli vétsina studii naznacuje, Ze zdravi prosp&né tginky
kakaa nebo vyrobki z ngj lze pricist polyfenoliim, je tieba poznamenat, ze kakao a vyrobky
z kakaa jsou nejen bohaté na polyfenoly, ale jsou také bohaté na methylxanthiny (theobromin
a kofein), které maji fyziologické uc¢inky na rtzné télesné systémy, vcetné centralniho
nervového, kardiovaskularniho, gastrointestinalniho, respiratniho a renalniho systému
(Belscak et al. 2009).

3.4 Méreni antioxidac¢ni aktivity

Aktivita riznych typl antioxidantli se mlize vyznamné liSit v zévislosti na tom, na co
pusobi, zda se jedna 0 triacylglyceroly, methylestery, volné mastné kyseliny nebo lipidy
zaClenéné do riznych biologickych ¢astic, jako jsou lipoproteiny nebo jaterni mikrozomy.
Antioxidacni aktivita je tedy siln€ ovlivnéna sloZenim testovaciho systému a relativni aktivita
antioxidantll s riiznou polaritou se v riznych vicefazovych systémech vyrazné 1isi. Platné
vyhodnoceni antioxidacni aktivity proto vyzaduje pouziti nékolika riznych testovacich metod,
které zahrnuji rizné mechanismy inhibice oxidace lipida (Frankel & Meyer 2000).

Antioxidacni aktivitu nelze méfit pfimo, ale spiSe pomoci ucinkl antioxidantu pfi
kontrole rozsahu oxidace. Metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity jsou extrémn¢ rozmanité.
Néekteré metody zahrnuji zfetelny oxidacni krok, po kterém nasleduje méteni vysledku,
napiiklad oxidace kyseliny linolové a nasledné stanoveni konjugovanych dient. V jinych
pfipadech neexistuje jasné rozliSeni mezi jednotlivymi kroky postupu. Pro hodnoceni
antioxidacni aktivity mize byt vyuzito mefeni substratu, oxida¢niho ¢inidla a iniciatoru,
meziproduktd ¢i finalnich produktt oxida¢ni reakce (Clarkson 1995). Naptiklad pfi
monitorovani antioxidacni aktivity v potravinach je mozné pouZzit méteni peroxidového cisla,
thiobarbiturového ¢isla, jodového cisla, obsahu volnych mastnych kyselin (¢islo kyselosti),
obsahu polymeru, viskozity, absorpce pii 232 a 268 nm, barvy, sloZzeni mastnych kyselin a
poméru nenasycenych na nasycenych mastnych kyselin (napt. C18:2/C16:0) (Che Man & Tan
1999).

VétSina testl pouziva zrychlenou oxidaci zahrnujici inicidtor, ktery je ovlivnén zvysenou
teplotou a parcialnim tlakem kysliku, pfidanim katalyzatord na bazi pfechodnych kovt (Bowry
& Stocker 1993), vystavenim svétlu pro podporu fotooxidace (Chacon et al. 2000) a variabilnim
tiepanim pro zlepSeni kontaktu reaktantu s volnymi radikaly (McDonald et al. 2001). Oxida¢ni
mechanismy se vSak mohou ménit se zvySovanim teplot (Dziedzic & Hudson 1984) a tim
ovlivnit vysledky, které mohou byt ovlivnény také ucinky substratu (Marinova & Yanishlieva
1996) a analytickou technikou (Schwarz et al. 2001). Kovové ionty, jako je méd’ a zelezo, jsou
jedny z nejcastéjsich iniciatord oxidacnich reakci v potravinovém i biologickém systému. Tyto
ionty katalyzuji iniciaci a rozklad hydroperoxidi, coz vede k tvorbé velkého mnozstvi t€kavych
produktt (Nishiike et al. 1997).

Pouziti substratu (latky, ktera je oxidovana ptisobenim volnych radikald) je povazovano
za nezbytné pfi stanoveni antioxidacni aktivity (Frankel & Meyer 2000), a proto se testy jako
ABTS (kyselina 2,2°-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)), které obvykle substrat
neobsahuji, nazyvaji jako umélé, protoZze nepiiméiené napodobuji procesy in vivo. Poté, co je
substrat oxidovan za standardnich podminek, méfi se rozsah nebo rychlost oxidace (konecny
bod) chemickymi, instrumentalnimi nebo senzorickymi metodami. Proto je zakladni slozkou
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jakékoli metody oxidacni iniciator, vhodny substrat a vhodny zpisob méfieni koncového bodu.
Také pfi interpretaci dat je tfeba postupovat opatrné a mefit fadu oxidacnich parametra, aby se
Iépe vyhodnotila antioxida¢ni aktivita (Frankel & Meyer 2000; Antolovich et al. 2002).

3.4.1 Vyjadreni vysledki

Metody vyjadieni antioxidacni aktivity se zdaji stejné rozmanité jako metody méfeni. U
vSech zpusobu vyjadieni antioxidaéni aktivity je snaha naznacit G¢innost latek, které brani
oxidaci substratu za stanovenych podminek. Praktické méfeni antioxidacni aktivity musi
prokézat alespon dvé véci: zda ma zkousena latka detekovatelny antioxida¢ni nebo prooxidacni
ucinek za zkuSebnich podminek; a srovnani kvantitativniho ucinku nebo pravdépodobného
ucinku specifikovanych koncentraci riznych testovanych materiali na substrat. VétSina metod
pro vyjadieni vysledkl je zalozena na métenich pomoci béznych zkuSebnich postupti, které
zahrnuji ptimé nebo nepiimé méteni rychlosti nebo rozsahu. Zda se vsak, ze neexistuji zadné
standardni jednotky pro vyjadfeni vysledki nezavislych na zkuSebnim postupu (Antolovich et
al. 2002).

3.5 Metody pro stanoveni antioxidacni aktivity

Jak je jiz uvedeno vySe, ke sledovani a srovnavani antioxidacni aktivity potravin Se
pouzivaji riizné metody. Terminy ,,antioxidac¢ni aktivita® a ,,antioxida¢ni kapacita“ maji rizné
vyznamy: antioxida¢ni aktivita se zabyva Kinetikou reakce mezi antioxidantem a prooxidantem
nebo radikalem, ktery redukuje nebo vychytava, zatimco antioxidacni kapacita méfi uc¢innost
termodynamické pfemény oxidac¢niho Cinitele na reakce s antioxidantem. M¢teni antioxidaéni
aktivity/kapacity potravin a biologickych tekutin (napf. lidského séra) se provadi za Gcelem
smysluplného srovnani obsahu antioxidant v potravinach a pro diagnostiku a 1écbu chorob
spojenych s oxida¢nim stresem v klinické biochemii (Apak et al. 2013).

ROS mohou vést k oxidaci postrannich fetézci aminokyselin, tvorbé sitovych vazeb mezi
bilkovinami a oxidaci peptidovych vazeb bilkovin. Oxida¢ni zmény, které jsou zavislé na véku,
jako je zvySeni poctu karbonylovych skupin bilkovin a pokrocilych oxidac¢nich produktd
bilkovin a snizeni vSech thiolti v plazmé, vyznamné koreluje s celkovou antioxida¢ni kapacitou
plazmy (Pandey et al. 2010). Interakce mezi riznymi antioxidanty poskytuje vétsi ochranu proti
utokiim ROS/RNS nez jakakoli slou¢enina samotna (¢imz je métfeni ceklové antioxidacni
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rostlinnych extraktech (potravinach) a biologickych tekutinach (Apak et al. 2013).

Pro rozumnou volbu metody méteni antioxidant by se mely feSit nasledujici dilezité
otazky:

1. Jaké jsou skutecné ochranné vlastnosti antioxidant? Proti ¢emu antioxidant

ochranuje?
Jaké substraty jsou oxidovany a jaké produkty jsou inhibovany?
Jaké je umisténi antioxidantu v systému?
Jaky je ucinek jinych vzajemné reagujicich komponent?
Jaké podminky jsou relevantni pro aplikace v redlném Zivoté?

asrwN
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Dalsi otazky, kter¢ je tfeba fesit v biologickych systémech jsou nasledujici:

1. Jaky je skute¢ny dopad biologické oxidace?

2. Jaké jsou skute¢né u€inky antioxidanti?

3. Jaky je mechanismus ochrany? Jaké jsou relativni oxidacni produkty lipida,
bilkovin, DNA a interak¢nich produkta?

4. Jaka je dostupnost substrat pro antioxidanty a prooxidanty? (Frankel & Meyer
2000).

Nejnovéjsi antioxidacni testy, vyvinuté pro snadné pouziti a rychly screening velkého
mnozstvi materidlli, maji jak koncepcni, tak technickd omezeni. Koncepéni problémy
vyvolavaji otazky tykajici se odiivodnéni a konstrukce antioxidacnich testd, véetné:

e Vsechny metody pii soucasném pouziti byly navrzeny za piredpokladu, ze
antioxida¢ni ucinek in vivo probiha stejnym vychytavanim volnych radikalu, jaké
je znazornéno v roztoku, avSak vychytavani radikald in vivo spojené s
absorbovanymi antioxidanty (na rozdil od bunécné kultury in vitro) nebylo
prokéazano.

e Velmi nizk4 biologicka dostupnost, absorpce, distribuce a nezndmy metabolismus
antioxidantli pfedstavuji zdvaznd omezeni toho, jaké reakce mohou tyto
slouceniny kompetitivné zprostiedkovat in vivo; ve skute¢nosti muze nizka
absorpce zpusobit, ze chemicka reakce méfena v testech je irelevantni mimo
gastrointestinalni trakt.

e Polyfenoly jsou chemicky reaktivni a podléhaji jinym reakcim nez vychytavéani
radikald, z nichzZ jedna je vazba na bilkoviny; jsou aktivni in vivo a musi byt brany
v uvahu pii navrhovani testovacich vzorkt a aplikaci.

e V¢tSina souCasnych in vitro testt méfi chemické reakce nepiesné Vv
koncentra¢nich rozsazich (absolutnich i relativnich) o mnoho fadu vyssi, nez které
jsou bézné v podminkach in vivo.

e Reakcni doba v testech trva od 4 minut do mnoha hodin, zatimco zivotnost
kyslikovych radikalt, s nimiz se normalné vyskytuji in vivo a v potravinach, je
velmi kratka (Apak et al. 2013).

Metody pro stanoveni antioxidaéni aktivity 1ze rozdé€lit podle typu reakce:

e metody zalozené na ptenosu atomi vodiku (HAT — hydrogen atom transfer)
e metody zalozené na prenosu elektrontt (ET — electron transfer) (Apak et al. 2013).

3.5.1 Metody zaloZené na prenosu atomi vodiku

Tyto metody méfi schopnost antioxidantu odstranit volné radikaly darovanim atoma H.
Mechanismy antioxida¢niho u¢inku HAT, pii kterém je atom vodiku (H) na fenolu (Ar—OH)
pfeveden na radikdl ROO?®, 1ze shrnout reakci

ROQO* + AH/ArOH — ROOH + A°*/ArO*

kde aryloxy radikal (ArO®) vytvofeny reakci antioxida¢niho fenolu s peroxylovym
radikalem je stabilizovan rezonanci. AH a ArOH piedstavuji chranéné biomolekuly a fenolické
antioxidanty. Uginné fenolické antioxidanty musi reagovat rychleji nez biomolekuly s volnymi
radikaly, aby je ochranily pfed oxidaci. ProtoZe v metodach méfeni antioxidantti zaloZzenych na
HAT reaguji fluorescencni sonda i antioxidanty s ROO°®, antioxida¢ni aktivita mlze byt
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stanovena z konkuren¢ni kinetiky zméfenim kiivky fluorescen¢niho rozkladu sondy v
nepfitomnosti a pritomnosti antioxidanti, integraci oblasti pod touto kiivkou a nalezeni rozdilu
mezi nimi (Huang et al. 2005). Testy zaloZzené na HAT zahrnuji metodu ORAC (oxygen radical
absorbance capacity) a metodu TRAP (total peroxyl radical-trapping antioxidant parameter) s
pouzitim R-fykoerythrinu jako fluorescencni sondy, krokinového béliciho testu s pouzitim 2,2'-
azobis(2-amidinopropan)hydrochloridu (AAPH) jako latky generujici volné radikaly (Apak et
al. 2013).

3.5.1.1 Metoda ORAC

Metodu ORAC (oxygen radical absorbance capacity) lze pouzit k méfeni antioxida¢ni
aktivity potravin a jinych chemickych latek. Mé&feni mize byt provedeno s pouzitim bud’
fykoerytrinu nebo fluoresceinu jako fluorescen¢nich latek. Test se provadi za pouziti 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyseliny (Troloxu, ve vodé rozpustného
analogu vitaminu E) jako kontrolniho standardu pro stanoveni ekvivalentu Troloxu (TE), ze
kterého se vypodte hodnota ORAC. Cim vyssi je hodnota ORAC, tim vétsi je antioxidaéni
aktivita vzorku (Alam et al. 2013).

Zakladni test pouziva bisazidovy inicidtor, jako je AAPH pro generovani peroxylovych
radikald, pti zahfivani v pfitomnosti dostatecného mnozstvi kysliku. Peroxylové radikaly pak
reaguji s fluorescencéni sondou a snizuji jeji fluorescenci. SniZeni fluorescence je sledovano
spektrofotometricky (excitace pii 485 nm a emise pifi 520 nm) a antioxida¢ni aktivita je
stanovena jako ubytek fluorescence v pritomnosti antioxidantu. Testy mohou byt provadény
rucng s jednotlivymi vzorky v kyvetach, nebo mohou byt automatizovany na mikrotitra¢nich
destickach (Apak et al. 2013).

Plvodné se pouziva pro urceni antioxidacni aktivity hydrofilnich antioxidanti. Kromé
puvodni verze, kterd detekuje reakce ROO®, byly testy ORAC modifikovany pro detekci *OH
a dal$ich radikali upravou iniciatorti a pro detekeci lipofilnich antioxidanti jejich zapouzdienim
(a tedy solubilizaci) téchto sloucenin v nahodné methylovaném f-cyklodextrinu (Huang et al.
2002; Ou et al. 2002a).

Vysledky se vyjadiuji v mmol TE na litr nebo gram vzorku. Jedine¢nost této metody
spociva v tom, Ze celkova antioxidacni kapacita vzorku je méfena po dokonceni oxidacni
reakce. Vysledky jsou kvantifikovany méfenim ochrany produkované antioxidanty a fesi se tim
mnoho problémil spojenych s kinetikou nebo méfenim zpozdéni reakce. Na druhou stranu je
metoda ORAC draha a ¢asové naro¢na (Cao et al. 1993).

3.5.1.2 Metoda TRAP

Metoda TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter) je zaloZena na ochran¢
poskytované antioxidanty béhem fluorescen¢niho rozkladu R-fykoerytrinu (R-PE) b&éhem
fizené peroxidacni reakce. Fluorescence R-fykoerythrinu (excitace pti 495 nm, emise pii 575
nm) (Schlesier et al. 2002) je ukonfena ABAP [2,2°-az0-bis(2-amidino-
propan)hydrochloridem] jako radikalovym generatorem pii 37 °C. Tato inhibi¢ni reakce je
meéiena za piitomnosti antioxidanti. Antioxidac¢ni potencial je hodnocen spektrofotometrickym
méfenim intenzity odbarveni (Alam et al. 2013). Testy TRAP jsou v zasad¢ variantami testl
ORAUC, ale pouzivaji sirsi skalu iniciatorti, sond a méteni koncovych bodu (véetné téch, které
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se pouzivaji v metodaich ORAC a TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity) (Apak et al.
2013).

3.5.2 Testy zaloZené na prenosu elektront

Ve vétsing testll zalozenych na pfenosu elektronli je antioxidacni Gc¢inek simulovan
vhodnou sondou s redoxnim potencidlem, konkrétné antioxidanty reaguji s fluorescen¢ni nebo
barevnou sondou (oxida¢nim ¢inidlem) namisto peroxylovych radikalt. Spektrofotometrické
meéfeni antioxidacéni aktivity probiha na principu barevné zmény oxidantu pii jeho redukci
antioxidantem. Stupenn zmény barvy (bud’ zvySeni nebo snizeni absorbance sondy pii dané
vlnové délce) koreluje s koncentraci antioxidantd ve vzorku. Mezi odbarvovaci metody
stanoveni antioxidacni aktivity patii metoda TEAC s pouzitim radikalu ABTS, ;. kyseliny 2,2'-
azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové), metoda s pouzitim radikalu 2,2-di(4-terc-
oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl (DPPH) (Brand-Williams et al. 1995; Bondet et al. 1997,
Sanchez-Moreno et al. 1998) a metoda DMPD (N,N-dimethyl-p-fenylendiamin). Zatimco pfi
stanoveni celkového obsahu fenol pomoci Folin-Ciocalteu ¢inidla (TPC — total phenolic
compounds) (Folin & Ciocalteau 1927; Singleton et al. 1999), pouziti metody FRAP (ferric
reducting antioxidant potential) (Benzie & Strain 1996; Benzie & Szeto 1999) a CUPRAC
(cuperic ion reducing antioxidant capacity) dochazi ke zvySeni absorbance pii predem
stanovené vinové délce, jak antioxidant reaguje s chromogennim ¢inidlem (Apak et al. 2004).

Testy zalozené na ET obecné stanovuji pevny Cas pro pfislusnou redoxni reakci a méfti
termodynamickou konverzi (oxidaci) béhem tohoto obdobi. Testy zaloZzené na ET zahrnuji
ABTS/TEAC, DPPH (ackoli nékteti védci povazuji prvni dva testy za smiSené testy zaloZzené
na HAT/ET), stanoveni celkového obsahu fenolti pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla (TPC,
total phenolic content), FRAP, ferrikyanid a CUPRAC pomoci ruznych chromogennich
redoxnich ¢inidel s rGznymi standardnimi potencialy. Ackoli reduk¢ni kapacita vzorku
nesouvisi ptimo s jeho schopnosti vychytavani radikalt, je to velmi dulezity parametr pro
stanoveni antioxidac¢ni aktivity (Apak et al. 2013).

3.5.2.1 Metoda TEAC

Metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) vyuziva spektrofotometr k
méfeni ztraty barvy pii 734 nm po pfidani antioxidanti do modrozelené¢ho chromoforu ABTS.
Puvodni test (nékdy oznacovany jako TEAC I) pouzival metmyoglobin-H>O> k vytvoieni HO®,
ktery pak reagoval s ABTS (kyselina 2,2°-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova) za
vzniku kationtového radikalu, ABTS*". Vysledky kvantifikace vSak byly nejednoznacné,
protoze antioxidanty mohly reagovat s pivodnim radikalovym oxidantem stejné jako s ABTS™,
coz zpusobilo zvyseni antioxida¢ni aktivity (Strube et al. 1997). Test byl revidovan tak, aby
Cisté vytvarel ABTS™ nejprve pouzitim oxidacnich ¢inidel, jako je persiran draselny (Re et al.
1999) a oxid manganicity (Miller et al. 1996; Benavente-Garcia et al. 2000), poté pfidanim
antioxidantli a zméfenim piimé reakce s radikdlem. Ve variantach tohoto pfistupu se jako
oxidacni ¢inidla pouzivaji také Br2*~, H202 + avidin-peroxidaza (Arnao et al. 1996; Kadnikova
& Kosti¢ 2002) a peroxylové radikaly (Campos & Lissi 1997). Znich je preferovana
persulfatova oxidace pro jeji vysoké vytézky ABTS*" a radikalovou/antioxidaéni inertnost.
Tento format (TEAC II) tvoti zaklad pro soucasné testy TEAC (Apak et al. 2013).
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Provedeni metody TEAC Il je jednoduché. Zasobni roztoky koncentrovaného ABTS**
jsou vytvaieny a skladovany v chladnicce (stabilni né¢kolik mésicti) (Re et al. 1999). Pro reakci
se zasobni roztok ziedi vodou nebo pufrem na zméftitelnou absorbanci, zaznamena se pocatecni
absorbance roztoku ABTS** pfi 734 nm, piida se antioxidant a mé&ii se pokles absorbance po
reak¢énich obdobich pohybujicich se od ¢tyf minut do nékolika hodin. Hodnoty TEAC se
pocitaji z poméru reakce testované slouceniny (méteno jako inhibice) k poméru reakce Troloxu
(Apak et al. 2013).

Jiny zpiisob provedeni metody TEAC spociva v pfidani pevného oxidu manganicit¢ho
(80 mg) do 5 mM vodného zasobniho roztoku ABTS (20 ml s pouzitim 75 mM Na/K pufru o
pH 7) za vzniku ABTS**. Ke kontrole miize byt pouzit Trolox, pro ktery se vytvoii standardni
kalibracni kiivka pti koncentracich 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 a 350 uM. Vzorky se ziedi
podle antioxida¢ni aktivity v pufru Na/K na pH 7. Ztedéné vzorky se smichaji s 200 pl roztoku
radikalového kationtu ABTS** na 96jamkovych mikrotitra¢nich desti¢kach a absorbance se
odecte (pti 750 nm) po 5 minutich ve ¢teCce mikrodesticek. Hodnoty TEAC mohou byt
vypocteny ze standardni kiivky Troloxu a vyjadieny v ekvivalentech Troloxu (v mM) (Seeram
et al. 2006; Alam et al. 2013).

Celkové metoda TEAC nabizi mnoho vyhod, které ptispivaji k jeji Siroké popularité pti
screeningu antioxidaéni aktivity u Siroké Skaly materiald. TEAC je provozné jednoducha
metoda, reakce jsou rychlé (vétSina metod pouziva 30 minut nebo ménég) a funguji v Sirokém
rozmezi pH. ABTS**, jako jednotlivé pozitivni nabity kationtovy radikal, je rozpustny ve vodé
i organickych rozpoustédlech a neni ovlivnén iontovou silou, proto se pouziva ke stanoveni
antioxida¢ni aktivity v lipofilnich i hydrofilnich médiich (Apak et al. 2013).

TEAC ma vsak také nékteré nevyhody. Vysoky extinkéni koeficient ABTS®" omezuje
vhodné rozmezi koncentraci antioxidantl. Koncentrace antioxidanti mimo tento rozsah
vyzaduje ptili§ mnoho nebo pfilis malo ABTS** pro ptesna optickd méfeni. Ackoli byl test
TEAC $iroce pouzivan v mnoha podobach, jeho vhodnost a piesnost jsou zpochybnovany. Je
doporuceno, aby byl test modifikovan podobnym zpiisobem, jaky je popsan niZze pro DPPH, a
jeho pouziti by mélo byt omezeno na srovnani slou¢enin s velmi podobnou strukturou (Apak et
al. 2013).

3.5.2.2 Metoda DPPH

DPPH (1,1-difenyl-2-picrylhydrazyl) byl jednim zprvnich syntetickych radikala
pouzivanych ke studiu strukturalnich ucinka na aktivitu fenolickych antioxidantti (Blois 1958).
Jedna se o stabilni volny radikal s tmavé fialovou barvou, jehoz reakce s jinymi radikaly,
redukénimi ¢inidly nebo slouc¢eninami schopnymi HAT vede ke ztraté barvy pii 515 nm. Stejné
jako ABTS™, DPPH" reaguje s donory elektront i vodiku, i kdyz pomaleji (Barclay et al. 1999;
Litwinienko & Ingold 2003).

Metoda pro stanoveni antioxida¢ni aktivity s pouzitim DPPH radikdlu patfi mezi
nejjednodussi a nejlevnéjsi a diky tomu je velice popularni a Siroce pouzivana. Krystaly DPPH
se rozpusti v methanolu nebo ethanolu, zaznamena se pocatecni absorbance DPPH?*, ptida se
vzorek testovaného antioxidantu, smés se inkubuje po dobu 30 minut a zaznamena se kone¢na
absorbance. Antioxidacni aktivita se uvadi bud’ jako ICsg (koncentrace antioxidantu potiebna
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ke snizeni absorbance DPPH na polovinu) nebo jako % ztraty pavodni absorbance. Ve
vysledcich se uvadi pouze rozsah reakce a ignoruje se rychlost reakce (Apak et al. 2013).

Stejné jako u ABTS™, méfeni pied-a-po chybi dulezita kinetika reakce a muZe
podcenovat rychle reagujici antioxidanty, zatimco ty, které reaguji pomalu, nadhodnocuje.
Postupy, které se pokouseji zohlednit delsi reakce prodlouzenim ¢asu inkubace, zdtraznuji
stechiometrii na ukor rychlosti reakce. Toto zaméfeni neni uzitecné pro hodnoceni a
predpovidani G€¢innosti antioxidantd, protoze pokud reakéni rychlost domnélych antioxidant
neni srovnatelnd s zivotnosti cilovych radikalt, at’ uz DPPH*®, HO® nebo lipidovych radikala,
radikalova inhibice nenastane. DPPH® je stabilni radikal, takZze pomalé antioxida¢ni reakce s
nim mohou byt experimentalné detekovatelné. Relevance téchto pomalych reakci na potla¢eni
kratkodobych hydroxylovych a lipidovych radikalii v potravinadch a tkanich je vSak velmi
sporna. I kdyz divodem pro dlouhou inkuba¢ni dobu je detekce plsobeni antioxida¢nich
produktt, radikaly v redlnych systémech nepteziji dostate¢né dlouho, aby se s t€émito produkty
setkaly, a samotné produkty reaguji, takze se nehromadi, aby inhibovaly radikaly, protoze se
vytvaieji v reakcich. Proto je tieba zménit orientaci metody DPPH, aby se urcily ¢asné reakce
s nestabilnimi radikaly, jako jsou HO®, HOO*, LO(O)* a NO*. To znamena zaznamenavat
reakce nejlépe po dobu 4 minut, a ne vice nez 6—10 minut. Vyzkum v chemii rozpoznal
mechanické slozitosti této slozky rychlé reakce, jakoZ i potize s jejim méfenim. Proto se rutinné
pouzivaji pulzni radiolyza a metody zastaveného toku k detekci nejcasnéjsich druht radikalt v
rychlych reakcich, véetné DPPH* (Barclay et al. 1999; Litwinienko & Ingold 2003). K dispozici
jsou levné sestavy injekénich stiikacek se zastavenym prutokem, takze antioxidacni testy
pouzivajici DPPH by mély byt piesunuty do této technologie s okamzitym zaznamenanim
absorbance ve ¢teckach mikrodesti¢ek (Apak et al. 2013).

3.5.2.3 Metoda DMPD

Tento zplisob méfeni antioxidacni aktivity vyuziva N,N-dimethyl-p-fenylendiamin
(DMPD). Radikalovy kation této slouCeniny V pfitomnosti vhodného okyslicovadla (napf.
chloridu Zelezitého) vytvoti roztok se stabilnim cervenofialovym zbarvenim. Antioxidacni
slouceniny, které jsou schopné pienaset atom vodiku na DMPD** zptsobuji odbarveni roztoku.
Vysledky se méii spektrofotometricky pii 505 nm a porovnavaji se s hodnotami Troloxu. Tato
metoda je rychla, levnd a zajistuje citlivost a reprodukovatelnost pii méfeni antioxidacni
aktivity hydrofilnich slouc¢enin (Fogliano et al. 1999).

3.5.2.4 Stanoveni celkového obsahu fenolu

Pro nepiimé stanoveni celkového obsahu fenoli (TPC — Total Phenolic Content) se
vyuziva spektrofotometricka metoda s pouzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla (F-C). Toto ¢inidlo
se pripravi tak, ze se nejprve rozpusti 100 g wolframanu sodného (Na;WO4-2H20) a 25 ¢
molybdenanu sodného (Na2M00O4-2H20) v 700 ml destilované vody. Poté se roztok okyseli 50
ml koncentrované Kyseliny chlorovodikové (HC1) a 50 ml 85% kyseliny fosforecné (H3POa).
Okyseleny roztok se vati 10 hodin, ochladi se a pfida se 150 g Li2SO4-4H20. Vysledny roztok
ma intenzivné zlutou barvu. Reakce mezi polyfenoly a F-C ¢inidlem probiha pii pH 10, ¢ehoz
je dosazeno piidanim uhlic¢itanu sodného. Za téchto zakladnich podminek vede disociace
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fenolického protonu k tvorbé fenolatového iontu, ktery je schopen redukovat F-C ¢inidlo
(Sanchez-Rangel et al. 2013). Principem této metody je reakce mezi antioxidantem a oxida¢nim
¢inidlem za vzniku modrého zbarveni, které vykazuje absorpci svétla S maximem pii 765 nm.
Intenzita absorpce svétla pii této vinové délce je umérna koncentraci antioxidanta (Waterhouse
2002). Jako fenolicky standard se pouziva bud gallova kyselina nebo tiislova kyselina
(Ramirez-Sanchez et al. 2010).

Tato metoda byla vytvofena za ucelem zlepSeni metody Folin a Denis (F-D) (Folin &
Denis 1912), ktera méla za ukol neptimo urcit celkovou koncentraci bilkovin méfenim obsahu
tyrosinu a tryptofanu. Princip obou metod je zaloZen na reakci mezi oxida¢nim ¢inidlem a
tyrosinem/tryptofanem, coz ma za nésledek tvorbu modré barvy imérné koncentraci bilkovin.
Hlavni rozdil mezi metodami F-C a F-D je podil molybdenanu (Mo) pouzitého k ptipravé
¢inidla. Folin a Ciocalteu zvysili obsah Mo, aby se zabranilo tvorb¢ bilé srazeniny pozorované
pfi stanoveni F — D (Folin & Ciocalteau 1927). Metoda F-C byla poté aplikovana a upravena
pro stanoveni celkového obsahu fenoli v potravinach, napiiklad ve viné (Singleton & Rossi
1965). Krom¢ toho byla tato metoda také ptizpisobena k méfeni lipofilnich antioxidantt
(Berker et al. 2013). Metoda s pouzitim ¢inidla F-C muze byt dale modifikovana na méfeni na
mikrotitra¢nich destickach, ktera je také rychld, levna a vhodna pro porovnani velkého mnozstvi
vzorkl. V porovnani s konvenénimi metodami je spolehliva na 95 % (Bobo-Garcia et al. 2015).

Vyhodou této metody je jeji rychlost a snadné provedeni. K jejimu provedeni nejsou
potieba zadna draha cinidla ani specialni pfistroje. Metoda Folin-Ciocalteu poskytuje pouze
hruby odhad celkovych fenolovych sloucenin pfitomnych v extraktu. Latky jako cukry,
aromatické aminy, oxid sifi¢ity, kyselina askorbova a organické kyseliny nebo zasady, mohou
také reagovat s F-C ¢inidlem (Roura et al. 2006). Kromé toho rizné fenolické slouceniny v
tomto testu reaguji riizné, v zavislosti na po¢tu hydroxylovych skupin, které maji (Singleton &
Rossi, 1965), a celkovy obsah fenoli nezahrnuje nezbytné vSechny antioxidanty, které mohou
byt pfitomny v extraktu (Tawaha et al. 2007).

3.5.2.5 Metoda FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Tato metoda méti schopnost antioxidantii redukovat zelezity tripyridyltriazin. Je zalozena
na redukci komplexu zelezitého tripyriltriazinu a chloridu 2,3,5-trifenyl-1,3,4-triaza-2-
azoniacyklopenta-1,4-dienu (TPTZ) na zeleznou formu pii nizkém pH. Tato redukce je
monitorovana méfenim zmény absorpce pii 593 nm pomoci spektrofotometru. Antioxidaéni
test mize byt proveden nasledujici metodou podle Benzie a Strain (1999). T#i mililitry
ptipraveného ¢inidla FRAP se smichaji se 100 pl zfedéného vzorku; absorbance pii 593 nm se
zaznamenava po 30minutové inkubaci pti 37 °C. Hodnoty FRAP lze ziskat porovnanim zmény
absorpce v testované smési s absorpcemi ziskanymi ze zvysujicich se koncentraci Fe* a
vyjadtenych jako mM Fe?* ekvivalent na kg (pevné potraviny) nebo na | (napoje) vzorku
(Benzie & Strain 1999; Alam et al. 2013). Vyhodou této metody je jeji jednoduchost, rychlost,
levnost a neni nutna predbéznd tuprava vzorki. Metoda FRAP nevyZaduje vysoce
specializované vybaveni nebo dovednosti, ani pfesné méfeni Casu a reakci (Benzie & Strain
1999). Hlavni nevyhoda spociva v tom, ze méfend redukcni kapacita nemusi nevyhnutné
odrazet antioxidacni aktivitu (Frankel & Meyer 2000).
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3.5.2.6 Metoda CUPRAC

Metoda CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity) je jednoduchy a Siroce
pouzitelny test pro stanoveni antioxidacni kapacity vzorki obsahujicich flavonoidy, fenolové
kyseliny, hydroxyskoficovou kyselinu, thioly, syntetické antioxidanty a vitaminy C a E
(Christodouleas et al. 2012). CUPRAC test pro stanoveni TAC lze Gispé$né pouzit na v§echny
typy biologicky dilezitych antioxidanti (tj. askorbova kyselina, a-tokoferol, B-karoten,
redukovany GSH, kyselina moc¢ova a bilirubin), bez ohledu na jejich chemickou podstatu a
rozpustnost (Apak et al. 2005).

Chromogenni oxida¢ni Cinidlo pouzit¢ pro CUPRAC test je bis(neocuproin)médnaty
kation (Cu(ll)-Nc) a CUPRAC chromofor Cu(l)-neocuproin (Nc) kation. Toto ¢inidlo je
pouzitelné pii pH 7 a oranzovo-zluta barva je zpusobena vznikem komplexu Cu(I)-Nc (Apak
et al. 2013).

Chromogenni oxida¢ni ¢inidlo metody CUPRAC, tj. Cu(Il)-Nc, reaguje s redukénimi
antioxidanty. Béhem reakce se reaktivni skupiny Ar-OH polyfenolickych antioxidantt oxiduji
na odpovidajici chinony (Ar=0) a Cu(II)-Nc se redukuje na vysoce barevny chelat Cu(Nc)2",
ktery vykazuje maximalni absorpci pfi 450 nm. I kdyZ je koncentrace ionti Cu?* ve
stechiometrickém piebytku nad koncentraci Nc v ¢inidle CUPRAC, skute¢nym oxidantem jsou
druhy Cu(Nc)2?* a ne samotny Cu?* (Tutem et al. 1991). Vysledkem je, Ze polyfenoly jsou
oxidovany mnohem rychleji a efektivngji s Cu(Il)-Nc nez s Cu®* a mnoZstvi zbarveného
produktu [tj. chelatu Cu(I)-Nc], které se objevuje na konci redoxni reakce, odpovida mnozstvi
zreagovaného Cu(ll)-Nc. Uvolnéné protony jsou pufrovany v médiu octanu amonného. Pti
metodé CUPRAC jsou oxidac¢ni reakce v podstaté uplné do 30 minut pro vétSinu antioxidantt
ptitomnych v potravinach a biologickych matricich (Apak et al. 2013). Bylo vyvinuto n¢kolik
variant pro méteni TAC biologickych tekutin, jako je lidské sérum nebo plazma. Lipofilni
antioxidanty, a-tokoferol a p-karoten, byly testovany v dichlormethanu. Hydrofilni
antioxidanty séra byly testovany Vv centrifugatu po vysrazeni bilkovin perchlorovou kyselinou
(Apak et al. 2005).

3.5.2.6.1 CUPRAC antioxida¢ni senzor

Byl vyvinut levny opticky senzor pomoci imobilizovaného chromogenniho ¢inidla,
komplexu Cu(ll)-Nc, pro hodnoceni antioxidac¢ni kapacity neenzymatickych antioxida¢nich
slouCenin, jejich syntetickych smési a skute¢nych vzorkd. Cu(Il)-Nc ¢inidlo bylo
imobilizovano na katexové polymerni matrici (Nafion, sulfonovany kopolymer na bazi
tetrafluorethylenu) a absorbance spojend s tvorbou vysoce zbarveného chelatu Cu(I)-Nc v
dusledku reakce s antioxidanty byla méfena na membrané senzoru pii 450 nm. Koeficienty
TEAC méfené pro rizné antioxidacni slouceniny naznacuji, Ze reaktivita Nafion
imobilizovaného ¢inidla je srovnatelnd s reaktivitou standardniho testu CUPRAC na bazi
roztoku. Vyvinuty senzor byl pouzit ke screeningu celkové antioxidacni aktivity nékterych
komerénich ovocnych dzust, jako jsou pomerancové, tiesnové, broskvové a merunikové dzusy,
a ukazalo se, Ze je u¢innym nastrojem pro meéteni celkové antioxida¢ni aktivity potravin a
rostlinnych vzorki bez nutnosti piedupravy. Ukéazalo se, ze CUPRAC test zaloZzeny na
optickém senzoru neni nepfiznivé ovlivnén béznymi potravinovymi slozkami, jako je citrat,
oxalat, organické kyseliny a redukujici cukry (Bener et al. 2010).
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3.5.2.6.2 On-line metody HPLC-CUPRAC

Usili zamé&fené na individualni identifikaci a kvantifikaci antioxidagnich slougenin v
rostlinnych matricich mize vést k problémtim, protoze antioxida¢ni aktivita slouc¢enin se miize
béhem jejich izolace a ¢isténi v disledku rozkladu snizit. Postupy pro separaci a kvantifikaci
antioxidantli by tedy mély byt provadény soucasné. V nedavné dob¢ byly nckteré testy
modifikovany pro postkolonové on-line HPLC aplikace. Nejrozsifenéjsimi testy
Vv postkolonovych aplikacich jsou metody odstépeni volnych radikala zaloZzené na vychytavani
chromogennich volnych radikdli DPPH nebo ABTS. Je obtizné piesné¢ kvantifikovat
antioxida¢ni aktivitu kvali kratkym dobam Zzivota téchto radikéali. Kromé toho se reakcni
kinetika mtze u téchto radikalovych cinidel liSit v zavislosti na slozeni rozpoustédla a pH.
Metoda kombinujici separaci slozek v komplexni matrici a hodnoceni antioxida¢ni kapacity
poskytuje vyznamné vyhody pro takovy vyzkum. On-line metoda HPLC-CUPRAC kombinuje
chromatografickou separaci, analyzu slozek a identifikaci antioxidantd v rostlinnych
extraktech. V tomto systému reaguji antioxida¢ni slouceniny oddélené HPLC s Cu(II)-Nc
¢inidlem podél reakéni civky a €inidlo je redukovano antioxidanty na Zluté zbarveny komplex
Cu(l)-Nc, ktery ma absorp¢ni maximum pii 450 nm. Separace polyfenoli se provadi na koloné
C18 s pouzitim MeOH a 0,2 % kyseliny o-fosfore¢né. Limity detekce polyfenolu pii 450 nm
(v rozmezi 0,17-3,46 uM) po postkolonové derivatizaci byly srovnatelné s limity UV detekci
pii 280 nm bez derivatizace. Tato metoda je rychla, levna, univerzalni, nenaro¢na, pouziva
stabilni ¢inidla a umoziuje online kvalitativni a kvantitativni odhad antioxidaénich slozek
komplexnich rostlinnych vzorkl. Vyznamné vyhody online metod spocivaji v tom, ze 1ze méfit
antioxidac¢ni aktivitu jedné slouceniny a vypocitat jeji ptispévek k celkové aktivité¢ komplexni
smési, a také lze porovnavat aktivitu jedné slouceniny s aktivitou jinych slozek v matrici.
Kromé toho lze stanoveni latky, ktera nevykazuje zadnou antioxida¢ni aktivitu, pozorovat
soucasné, protoZe chybi negativni pik jako vysledek CUPRAC méteni pii 450 nm a zaroven je
pfitomen pozitivni pik detekovaného pii 280 nm (Celik et al. 2010).

3.5.2.6.3 Vyhody metody CUPRAC

Cinidlo CUPRAC je dostate¢né rychlé, selektivni a neoxiduje jednoduché cukry a
kyselinu citronovou, také je mnohem stabilnéj$i a snadno pfistupnéj$i nez chromogenni
radikéalova Cinidla (napt. ABTS, DPPH atd.). Schopnost redukovat méd’ pro biologicky vzorek
mize nepiimo, ale u¢inné odrazet celkovou antioxidac¢ni silu vzorku, i kdyz do testu nejsou
zapojeny zadné radikaly. Tato metoda je snadno pouzitelna v konvencnich laboratofich, které
pouzivaji standardni kolorimetry a nevyzaduje sofistikované vybaveni a vysoce kvalifikované
operatory. Cinidlo reaguje stejné dobfe jak s hydrofilnimi, tak lipofilnimi antioxidanty
(Ozyiirek et al. 2011).

3.5.2.7 Mg¢fteni antioxidacni kapacity Zelezito-ferrozinem

Pro jednoduché, levné a vSestranné stanoveni antioxidantll v potravinach byla vyvinuta
metoda méfeni antioxidacni kapacity Zelezito-ferrozinem (Berker et al. 2010). V piitomnosti
ferrozinového (FZ) ligandu Zelezity iont snadno oxiduje antioxidanty a je sam redukovan na
Fe(I)-FZ, coz poskytuje velmi vysokou molarni absorptivitu a tim se zvysi citlivost vétSiny
antioxidantt. Stanoveni reduk¢ni kapacity na ferrikyanid/pruskou modt bylo modifikovano tak,
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aby byla ziskana reprodukovatelngjsi, linearni a aditivni reakce antioxidantii s ohledem na
koncentraci (Isil Berker et al. 2010). Soucasné pouziti ferrikyanidu a Zelezitych iontt jako
chromogennich oxidanti poskytlo pfiznivéjsi redoxni podminky pro vétsi mnozstvi
antioxidantli. Srézeni pruské modfi bylo zabranéno piidanim dodecylsulfatu sodného a
optimalni pH bylo upraveno na 1,7 pro udrZeni redoxni aktivity Zelezitych iontl a zabranéni

jejich hydrolyzy (Apak et al. 2013).
3.5.3 Metody méreni vychytavani ROS

Existuje Sest hlavnich reaktivnich druhti kysliku zptsobujicich oxida¢ni poskozeni
v lidském téle (superoxidovy anion, peroxid vodiku, peroxylové radikaly, hydroxylové
radikaly, singletovy kyslik a peroxynitrit). Aby bylo mozné komplexné vyhodnotit schopnost
antioxidantu vychytavat volné radikaly ve vzorku potravy, musi byt navrzeny testy tak, aby
zahrnovaly tyto ROS. VétSina testil je vSak zatim ur¢ena k méfeni schopnosti vzorku reagovat
s jednim oxidantem (bud’ organickym radikilem, nebo redoxnimi aktivnimi slou¢eninami)
(Huang et al. 2005).

3.5.3.1 Metoda vychytavani peroxidu vodiku (H203)

Lidé jsou vystaveni pasobeni H2O2 nepfimo v zivotnim prostiedi (téméft 0,28 mg/kg/den)
a je prijiman vétsinou z listové zeleniny, kde vznika jako produkt normalnich fyziologickych
procest, prevazné fotosysntézy (Junglee et al. 2014). Peroxid vodiku mize vstoupit do lidského
téla vdechovanim par a kontaktem s o¢ima nebo kazi. H202 se rychle rozkladé na kyslik a vodu
katalazou, coz muze vést k tvorbé hydroxylovych radikala (OH®), které mohou iniciovat
peroxidaci lipidi a zpisobit poskozeni DNA v téle (Alam et al. 2013). Roztok peroxidu vodiku
(40 mM) se ptipravi ve fosfatovém pufru (50 mM pH 7,4). Koncentrace peroxidu vodiku se
stanovi absorpci pii 230 nm pomoci spektrofotometru. K peroxidu vodiku se ptfida extrakt
vzorku (20-60 pg/ml) v destilované vodé a po 10 minutach se stanovi absorbance pii 230 nm
proti slepému roztoku obsahujicimu fosfatovy pufr bez peroxidu vodiku (Ruch et al. 1989).

3.5.3.2 Aktivita vychytavani radikal peroxynitritu

Peroxynitrit (ONOO?®) je cytotoxicka sloucenina se silnymi oxida¢nimi vlastnostmi vici
riznym bunéénym slozkam (véetné sulthydrylt, lipidd, aminokyselin a nukleotidl), a muze
zpusobit smrt bungk, peroxidaci lipidi, karcinogenezi a starnuti. Je vytvaren in vivo
endotelialnimi bunikami, Kupfferovymi buiikami, neutrofily a makrofagy. Peroxynitritovy
radikal je relativné stabilni ve srovnani s jinymi volnymi radikaly, ale jakmile protonuje, vznika
vysoce reaktivni kyselina peroxodusita (ONOOH), ktera se rozklada s velmi kratkym
polocasem (1,9 s) pti 37 °C za vzniku riiznych cytotoxickych latek, a kterd muze vyvolat
oxidaci thiolové (SH) skupiny bilkovin, nitraci tyrosinu, peroxidaci lipidi a také nitrosacni
reakce, ovliviiujici bunécny metabolismus a pfenos signalu. V kone¢ném diisledku mize ptispét
k poskozeni bun¢k a tkani poSkozenim fetézce DNA a buné¢nou smrti, napt. v thymocytech a
kortikalnich bunkach. Jeji nadmérna tvorba muize byt také zapojena do vzniku a rozvoje
nékolika onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, revmatoidni artritida, nadorova
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onemocnéni a ateroskleréza. Kvili nedostatku endogennich enzymt odpovédnych za inaktivaci
ONOO? je vyvoj specifickych vychytavaci ONOO® velmi dualezity (Alam et al. 2013).

Metoda popsana v praci Kooy et al. (1994) zahrnuje pouziti zasobniho roztoku
dihydroxyrhodaminu 123 (DHR 123, 5 mM) v dimethylformamidu, ktery je proplachnut
dusikem a skladovan pii —80 °C. Pracovni roztok s DHR 123 (kone¢na koncentrace 5 uM) se
ziedi ze zasobniho roztoku a umisti se na led ve tmé bezprostredné pied experimentem. Pufrovy
roztok, 50 mM fosfore¢nan sodny (pH 7,4), obsahujici 90 mM chloridu sodného a 5 mM
chloridu draselného se 100 puM Kkyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA), se pted
pouzitim proplachne dusikem a umisti na led. Aktivita eliminace ONOO?®* oxidaci DHR 123 se
méii na fluorescencnim spektrofotometru na mikrodestickach s excitatni a emisni vlnovou
délkou 485 nm a 530 nm pii pokojové teplote. Konecna intenzita fluorescence se méii 5 minut
po piidani peroxynitritu anebo 3-morfolino-sydnoniminu (SIN-1). Oxidace DHR 123
rozkladem SIN-1 se postupné zvysovala, zatimco ONOO?* rychle oxidoval DHR 123 se stabilni
konec¢nou intenzitou fluorescence v priabéhu ¢asu (Kooy et al. 1994).

3.5.3.3 Aktivita vychytavani hydroxylovych radikali (HO®)

Hydroxylovy radikal je jednou z reaktivnich forem kysliku v biologickém systému, ktery
reaguje s polyenovymi mastnymi kyselinami fosfolipidi bunétné membrany a zpUsobuje
poskozeni buné€k. Schopnost antioxidanti vychytavat hydroxylové radikaly se méti metodou
Kunchandy a Rao (1990). Reak¢ni smés (1,0 ml) se sklada ze 100 pl 2-deoxy-D-ribozy (28 mM
v 20 mM pufru KH2POs-KOH, pH 7,4), 500 pl extraktu, 200 ul ethylendiamintetraoctové
kyseliny (EDTA) (1,04 mM) a 200 uM FeCls (1:1 v/v), 100 ul H202 (1,0 mM) a 100 pl
askorbové kyseliny (1,0 mM), ktera se inkubuje p#i 37 °C po dobu 1 hodiny. Pfida se 1,0 ml
kyseliny thiobarbiturové (1 %) a 1,0 ml kyseliny trichloroctové (2,8 %) a inkubuje se pfii
100 °C po dobu 20 minut. Po ochlazeni se méti absorbance pii 532 nm proti slepému vzorku
(Rao & Kunchandy 1990). V biologickém systému je pfimé vychytavani hydroxylovych
radikalt nerealistické kvili jejich vysoké reaktivité a kratké dobé zivotnosti. Na druhou stranu
je mozné zabranit tvorbé hydroxylovych radikalti bud’ deaktivaci volnych kovovych iontl
[napi. Fe (IT)] chelataci nebo pfeménou H202 na jiné neskodné slouceniny (jako je voda a
kyslik). Katalaza preménuje H202 na Oz a H20 a kovové chelatory vazou kovové ionty tak, Ze
se vuci H202 stavaji inertnimi. Tak mohou nékteré ziviny obsahujici chelatory kovl pisobit
jako antioxidanty (Huang et al. 2005).

3.5.3.3.1 Metoda HORAC

HORAC (hydroxyl radical averting capacity) test méfi kovové chelataéni aktivitu
antioxidantl v podminkach Fentonovych reakci za pouZiti komplexu Co(II) a tim 1 ochranné
schopnosti proti tvorbé hydroxylovych radikalii. Roztok peroxidu vodiku 0,55 M se pfipravi v
destilované vodé a 4,6 mM Co(Il) se pfipravi rozpusténim 15,7 mg CoF2x4H20 a 20 mg
kyseliny pikolinové ve 20 ml destilované vody. Fluorescein — 170 pul (60 nM, konecna
koncentrace) a 10 ul vzorku se inkubuji pii 37 °C po dobu 10 minut pfimo ve éteCce
mikrotitra¢nich desti¢ek. Po inkubaci se piida 10 ul H2O> (kone¢na koncentrace 27,5 mM) a 10
ul roztoku Co(Il) (kone¢na koncentrace 230 uM). Pocatecni fluorescence se zméii a poté se
odecitaji hodnoty kazdou minutu po tiepani. Pro slepy vzorek se pouziva roztok fosfatového
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pufru. K vytvofeni standardni kfivky se pouzije 100, 200, 600, 800 a 1 000 uM standardnich
roztokil antioxidantu napt. gallové kyseliny (ve fosfatovém pufru 75 mM, pH 7,4). Jedna
jednotka HORAC odpovida oblasti chranéné standardnim antioxidantem (obvykle kyselina
gallovd) o koncentraci 1 uM a aktivita vzorku je vyjadiena jako standardni ekvivalent
antioxidantu na gram Cerstvé hmotnosti vzorkt (Ou et al. 2002b; Alam et al. 2013).

3.5.3.4 Metoda vychytavani superoxidového aniontu (O2*)

Tato metoda spociva v redukci cytochromu c superoxidem a jeho inhibici ptidanim
antioxidantu. Neni ale vhodna pro kvantifikaci neenzymatickych antioxidanti, protoze mohou
redukovat piimo cytochrom c. Tyto antioxidanty také inhibuji xantinoxidazu (Yamashita et al.
1998). Misto cytochromu c lze pouzit nefluorescen¢ni hydroethidin, ktery je superoxidem
oxidovan za vzniku fluorescen¢ni slou¢eniny nezndmé struktury s absorpénim maximem pii
586 nm (Zhao et al. 2003). Pfidani SOD (antioxidantu) inhibuje oxidaci hydroethidinu. Tento
zpusob mlize zabranit problému pfimé redukce sondy antioxidantem, problémem vSak zistava
inhibice xantinoxidazy antioxidanty (Huang et al. 2005). Ac¢koli superoxidovy radikalovy anion
0O.* nemuze ptimo iniciovat oxidaci lipidd, v pfitomnosti kovovych iontli mize vznikat vysoce
reaktivni hydroxylovy radikal *OH, ale vychytavani O2* neni jediny mechanismus pro inhibici
oxidace lipida v biologickych systémech nebo potravinach (Laughton et al. 1989; Meyer et al.
1994). Proto fenolické slouceniny v rostlinnych extraktech, které maji vlastnost vychytavat O>°,
nejsou nezbytné ucinné pii prevenci oxidace lipidi. Kromé téchto nedostatkli by méla byt
méfeni vychytavani superoxidu interpretovana opatrné, protoze tvorba superoxidovych

radikalt probiha nepfetrzit¢ béhem méfeni a nelze dosahnout rovnovahy (Frankel & Meyer
2000).

3.5.3.5 Stanoveni kapacity vychytavani singletového kysliku (102)

Singletovy kyslik se bézn¢€ vytvari v piitomnosti svétla a fotosenzibilizatorti. Predpoklada
se, ze je Casto zodpoveédny za poSkozeni kuize zpusobené UV zatenim (Sies et al. 2004), tvorbu
Sedého zakalu (Zigman 2000) a citlivost na svétlo vyplyvajici z poziti nebo absorpce
fotochemikalii, 1€¢iv a pesticidi, které funguji jako fotosenzibilizatory (Ebermann et al. 1996).
V nepiitomnosti svétla miize byt 102 v biologickém systému generovan rozkladem peroxidu
vodiku kovy nebo chlornanem (Aubry 1985; Martinez et al. 2000). Singletovy kyslik mtize byt
zhéSen pfenosem jeho excitacni energie na jinou molekulu (kterd je v excitovaném stavu), nebo
se miZze pfidat k antioxidantim vytvafejicim endoperoxidy. Napftiklad B-karoten je vyznamny
antioxidant schopny zhaset O.. Charakteristicka fosforescence singletového kysliku je pfi
1270 nm. K méfeni aktivity zhaseni *O2 se pouzivé rychlost snizeni intenzity svétla. Dale byla
uvedena citlivéjsi metoda, kdy je méfeni kapacity zhaseni 1O, provedeno sledovanim zpozdéné
fluorescence tetra-terc-butylftalokyaninu pfi 703 nm. Tato metoda je proveditelna s pouzitim
bézné¢ dostupnych piistrojii nebo v systémech, kde je obtizné detekovat luminiscenci pii
1270 nm (Fu et al. 1997).
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3.5.4 Dalsi in vitro metody méfeni antioxida¢ni aktivity

3.5.4.1 Metoda TBARS

Metoda TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) je nejcastéji pouzivanou
metodou K detekci oxidace lipidi (Kishida et al. 1993). Princip spoéiva v méfeni
malondialdehydu (MDA), ktery vznika pti oxidaci lipidového substratu. Predpoklada se, Ze
k tvorbé¢ MDA z mastnych kyselin S méné nez tfemi dvojnymi vazbami dochazi sekundarni
oxidaci primarnich karbonylovych sloucenin (Fernandez et al. 1997). MDA reaguje s
kyselinou thiobarbiturovou (TBA) =za vzniku ruzového zbarveni, které se méfi
spektrofotometricky pii jeho absorpénim maximu (532-535 nm) (Guillén-Sans & Guzman-
Chozas 1998). Mectoda zahrnuje dva odlisné kroky: oxidace substratu piidanim iontu
prechodného kovu (médi nebo zeleza) nebo zdroje volnych radikali, a poté je rozsah oxidace
stanoven po pfidani TBA spektrofotometrickym meétenim. Oxidace je inhibovana piidanim
antioxidantu, a proto je pozorovano snizeni absorbance. Tato metoda je Siroce pouzivana, i kdyz
reakce neni piili§ specificka a reakéni podminky (napt. teplota, doba reakce, ptisobeni svétla)
maji vyznamny vliv na vyvoj zbarveni (Asakawa & Matsushita 1980; Slater 1984).

3.5.4.2 Metoda RP

Metoda RP (reducing power) je zalozena na principu zvySeni absorbance reakénich
smési. ZvySeni absorbance znamend zvySeni antioxidacni aktivity. Pfi této metod¢ tvofi
antioxidac¢ni slou€enina barevny komplex s ferikyanidem draselnym, kyselinou trichloroctovou
a chloridem Zelezitym. ZvySeni absorbance reak¢ni smési indikuje redukéni silu vzorkl. V
metodice popsané Oyaizuem (1986) se k 1,0 ml vzorku rozpusténého v destilované vod¢ piida
2,5 ml 0,2 M fosfatového pufru (pH 6,6) a 2,5 ml KzFe (CN)s (1 % hm/obj). Vysledna smés se
inkubuje pfi 50 °C po dobu 20 minut, nasledné se ptida 2,5 ml kyseliny trichloroctové (10 %
hm/obj). Smés se odstifed’uje pii 3000 ot/min po dobu 10 minut, aby se shromazdila horni vrstva
roztoku (2,5 ml), smicha se s destilovanou vodou (2,5 ml) a 0,5 ml FeClz (0,1 % hm/obj).
Absorbance se pak méfi pii 700 nm proti slepému vzorku (Jayaprakasha et al. 2001; Alam et
al. 2013).

3.5.4.3 Fosfomolybdenova metoda

Pro kvantitativni stanoveni antioxidac¢ni kapacity lze vyuzit i spektrofotometrickou
metodu zaloZzenou na redukci Mo(VI) na Mo(V) antioxidanty vzorku a nasledné tvorbé
komplexu zelené¢ho fosfatu Mo(V) pii kyselém pH. Celkova antioxida¢ni kapacita mize byt
stanovena metodou popsanou ve studii Prieto et al. (1999). 0,1 ml roztoku vzorku (100 ug) je
smichéano s 1 ml ¢inidla (0,6 M kyselina sirova, 28 mM fosfore¢nan sodny a 4 mM molybdenan
amonny). Zkumavka se uzavie a inkubuje se ve vrouci vodni 1azni pti 95 °C po dobu 90 minut.
Po ochlazeni vzorku na pokojovou teplotu se méti absorbance vodného roztoku pii 695 nm
proti slepému pokusu, ktery obvykle obsahuje 1 ml roztoku ¢inidla a pfislusny objem stejného
rozpoustédla pouzitého pro vzorek a je inkubovan za stejnych podminek jako vzorek. U vzorkt
s neznamym slozenim lze antioxida¢ni kapacitu vyjadrit jako ekvivalenty a-tokoferolu (Prieto
etal. 1999; Alam et al. 2013).
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3.5.4.4 Mc¢teni hexanalu a souvisejicich kone¢nych produkta

Pii rozkladu primarnich produkti oxidace lipidu se vytvaii komplexni smés sekundarnich
produktli oxidace zahrnujici epoxidy, ketony, uhlovodiky a aldehydy, jako je hexanal. Hexanal
je nejcastéji mérenym konecnym produktem oxidace lipidl a pro jeho stanoveni se pouzivaji
jak senzorické, tak fyzikalné-chemické metody (Robards et al. 1988). Zatimco jiné metody pro
méfeni antioxidacni aktivity mohou byt nespecifické, fyzikalné-chemické méteni hexanalu
nabizi vyhodu jediného, dobie definovaného konecného produktu. Dalsi vyhodou je tvorba
hexanalu, ktera je obvykle fadoveé vysSi nez u vétSiny ostatnich sekundarnich oxidacnich
produkta (Snyder et al. 1985). Vyjimkou je pentan, ktery se vytvafi v koncentracich
srovnatelnych s koncentracemi hexanalu. Protoze pentan je velmi stabilni koneény produkt,
muze byt pro monitorovani antioxidacni aktivity vhodnéjsi nez hexanal, napiiklad u s6jového
oleje, kde je pentan jednim z hlavnich sekundarnich oxida¢nich produktt (Jackson & Giacherio
1977). Ve skute¢nosti mize byt sledovani pouze jednoho nebo dvou analyti nedostacujici
(Antolovich et al. 2002).

3.5.5 Invivo testy

U vSech metod in vivo jsou vzorky, které maji byt testovany, obvykle podavany
pokusnym zvifatim (mys$im, potkanim atd.) v ur¢itém davkovacim rezimu, ktery je popsan v
ptislusné metodé. Po urcité dob¢ se zvirata obvykle usmrti a ke stanoveni se pouzije jejich krev
nebo tkané (Alam et al. 2013).

3.5.5.1 Schopnost plazmy redukovat zelezo

Jeden z nejrychlejSich testil, velmi uzite¢ny pro rutinni analyzu, je stanoveni schopnosti
plazmy redukovat Zelezo. Antioxidacni aktivita se odhaduje méfenim zvySeni absorbance
zpusobené tvorbou zelezitych iontl z ¢inidla FRAP obsahujiciho TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazin) a hexahydrat chloridu Zeleznatého (Jagtap et al. 2010).

Metoda popsana Benzie a Strainem (1996) zahrnuje pouziti vzorku krve, které se
odebiraji do heparinizovanych sklenénych zkumavek po 0, 7 a 14 dnech 1écby. Tii ml Cerstve
piipraveného FRAP ¢inidla [1 ml (10 mM) roztoku TPTZ ve 40 mM HCI, 1 ml 20 mM
FeClox6H20, 10 ml 0,3 M acetatového pufru (pH 3,6)] o teploté 37 °C se smicha s 375 pul
destilované vody a 25 pl testovaného vzorku. Absorbance vyvinuté barvy v organické vrstveé se
m¢eti po 180 sekundach pii 593 nm. Teplota se udrzuje na 37 °C (Benzie & Strain 1996).

3.5.5.2 Mg¢feni aktivity katalazy

Katalazova aktivita mize byt stanovena v lyzatu erytrocyti pomoci Aebiho metody.
Padesat pl lyzatu se ptida do kyvety obsahujici 2 ml fosfatového pufru (pH 7,0) a 1 ml 30 mM
H20.. Katalazova aktivita se méfi pfi 240 nm po dobu 1 minuty. Pro stanoveni katalazové
aktivity byl pouzit molarni extinkéni koeficient H202, 43,6 M cm™. Jedna jednotka aktivity se
rovnd 1 mmol H20; degradovaného za minutu a je vyjadiena jako jednotky na miligram
bilkoviny (Aebi 1984; Alam et al. 2013).
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3.5.5.3 Test na glutathion reduktazu (GR)

Postup spoc¢iva v homogenizaci vzorku v 9 ml 0,25 M ledov¢ studené sachardzy na g
vzorku. Homogenat se odstied’'uje 45 minut pti 14 000 ot/min. VVzorek se suspenduje v malém
objemu 0,25 M sachardzy a odstfedi. Supernatanty se spoji a pH se upravi na hodnotu 5,5
studenou 0,2 M kyselinou octovou a znovu se odstiedi (45 minut pfi 14 000 ot/min). Rychlost
oxidace NADPH pomoci GSSG pfi 30 °C se pouziva jako standardni métitko enzymatické
aktivity. Reakéni systém (1 ml) obsahuje: 1,0 mM GSSG, 0,1 mM NADPH, 0,5 mM EDTA,
0,10 M pufr fosfore¢nanu sodného (pH 7,6) a vhodné mnozstvi vzorku glutathion reduktazy,
aby se zménila absorbance 0 0,05 az 0,03/min. Oxidace 1 uM NADPH/min se za téchto
podminek pouziva jako jednotka aktivity glutathion reduktazy. Specificka aktivita je vyjadiena
v ml/mg bilkoviny (Kakkar et al. 1984).

3.6 Porovnani metod pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity je ¢asto smyslupIngjsi pro hodnoceni zdravotné
prospé$nych G¢inkl diky kooperativnimu pasobeni jednotlivych druhti antioxidantt. Nejcastéji
jsou pouzivany metody in vitro a z nich metoda DPPH, protoze je nejjednodussi, a ne pfili§
nakladna (Alam et al. 2013). Relativni antioxida¢ni aktivita mnoha fenolovych sloucenin se
znacné 1isi podle riznych testovacich metod. Neexistuje tedy shoda mezi relativni aktivitou
riznych flavonoidd, antokyand, hydroxyskoficové kyseliny a ¢ajovych katechinti na inhibici
oxidace LDL indukované médi in vitro ve srovnani s celkovou antioxidac¢ni kapacitou.
Rozporuplné vysledky byly také pozorovany u antioxida¢niho potencialu polyfenolt zeleného
¢aje inhibovat oxidaci LDL in vitro a jejich u¢innost pfi zachycovani radikalu ABTS pomoci
metody TEAC (Salah et al. 1995). Na rozdil od testd hodnoceni hroznovych dzust pfi inhibici
oxidace LDL, které ukazaly, ze vitamin C nemél zadnou aktivitu (Frankel et al. 1998), byl
zaznamenan vyznamny u¢inek vitaminu C, kdyz byl hodnocen metodou TEAC (Miller et al.
1995). Tyto udaje poukazuji na fakt, Ze pofadi antioxida¢ni aktivity je silné zavislé na
testovacim systému a na substratu, ktery ma byt antioxidanty chranén. Jak jiz bylo uvedeno
diive, polyfenolické flavanoly mohou kromé vychytavani volnych radikalt inhibovat oxidaci
LDL né¢kolika dalsimi mechanismy (Teissedre et al. 1996). Na druhou stranu n¢ktera méfeni
celkové antioxidacni kapacity méfi pouze aktivitu vychytavani radikal ve vodnych systémech.
Nesrovnalost v hodnoceni antioxidanti mize byt vysvétlena nejen mnozstvim mechanismt
ucinnych pro tyto polyfenolické slouceniny, ale také vlivem mezifazovych vlastnosti
vicefazovych LDL ¢astic ve srovnani s vodnymi testovacimi systémy pouzivanymi pro metody
TEAC a ORAC (Frankel & Meyer 2000).

Z divodu slozitosti skuteénych potravin je zrychlené testovaci systémy obtizné
standardizovat a kazdé méfeni antioxidanti by mélo byt kalibrovano pro kazdy lipid nebo
potravinu. Zrychlené oxida¢ni podminky by se mély blizit podminkam skladovani, za kterych
ma byt potravina chranéna. V biologickych systémech se mohou fenolické slouceniny podilet
na antioxidacni aktivit¢ riznymi zplsoby, vcetné prevence tvorby oxidantu, vychytavani
aktivovanych oxidanti, redukce aktivnich meziproduktt a indukce opravnych systémt. LepSim
pristupem je méfeni specifickych produktii oxidace v relevantnich biologickych systémech in
vitro i in vivo (Frankel & Meyer 2000).
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Velké usili vynalozené pii testovani novych pifirodnich antioxidantli zdraziuje potiebu
zdokonalenych testovacich metod. Nékolik v soucasnosti pouzivanych metod a modelovych
systéml nemusi vyhodnotit skute¢né ochranné ucinky antioxidanti a ziskana data mohou byt
zmatena mnoha faktory, vcetné slozeni testovaciho systému, substratu, ktery ma byt chranén, a
zpusobu indukce oxidace. Ve zjednodusenych modelovych systémech mohou byt fenomény
rozhrani potlaceny pfi interpretaci antioxidacnich mechanismu a aktivity, které se zdaji byt silné
ovlivnény komplexnimi vlastnostmi rozhrani a fazového rozlozeni. Pfi testovani antioxida¢ni
aktivity potencialnich potravinovych antioxidanti nebo bioaktivnich slou¢enin muize byt
prvnim cilem vytvofeni modelového systému, ze kterého lze odvodit zakladni chemické
principy. Na druhé stran¢ skutecnou ucinnost antioxidantli nelze fadné posoudit, pokud
podminky, tj. Slozitost systému, nejsou co nejblize podminkam, za kterych je pozadovana
ochrana proti autooxidaci. Cileni antioxidantti, aby se zabranilo konkrétnim krokiim tvorby
volnych radikdlii a procesim oxidacniho poskozeni, vyzaduje podrobné porozuméni
mechanismim oxidace. Specifické lipidové modelové systémy by mély, pokud mozno, co
nejblize napodobovat potravinové nebo fyziologické cilové systémy, které maji byt chranény.
Existuji rizné typy oxidace a méli bychom nejprve definovat cile oxidace (lipidy, bilkoviny,
DNA) pfed vybérem metod pro posouzeni ochrannych vlastnosti antioxidanti za podminek
jejich mozného pisobeni a pouziti. Celkova antioxida¢ni kapacita fytochemikalii zalozena
pouze na jedné vlastnosti, jako je jejich schopnost vychytavat umélé radikaly, neposkytuje
zadné informace o tom, jaky lipid nebo jiny substrat je chranén. Pro hodnoceni antioxidantd
nemize existovat zkratkovy ptistup. Vzhledem k velkym rozdilim ve vysledcich pii méteni
antioxida¢ni aktivity pfirodnich antioxidantli v potravinach a biologickych systémech jsou
pottebné validované postupy a zkusebni protokoly, aby se do tohoto chaosu v této dilezité
oblasti dostal n&jaky fad. Nase porozuméni ti€inklim antioxidac¢nich sloucenin lze zlepsit pouze
tehdy, pokud se pouzije specifictéjsi metodologie, kterd je schopna definovat, jaké produkty
jsou vytvafeny a inhibovany antioxidanty v zavislosti na podminkach, systémech a cilech
ochrany (Frankel & Meyer 2000).

3.6.1 Porovnani metod méreni v kyvetach a na mikrotitrac¢nich destickach

Spektrofotometricka stanoveni antioxidacni aktivity v kyvetach jsou nékdy nahrazovana
meéfenim na mikrotitracnich destiCkach. Divodem je snadnd manipulace s vétSim mnozstvim
vzorkll sou€asné a nizsi spotifeba materialu. Metodu lze jesté urychlit pouzitim vicekanalové
pipety. Zatimco pii spektrofotometrickém méteni v kyvetach prochazi svételny paprsek jejich
paralelnimi sténami, na mikrotitracnich destickach prochazi povrchem kapaliny vzorku.
Nevyhodou tedy je tvorba meniskt vlivem povrchového napéti a tim zkomplikovana interakce
svétla se zakiivenym povrchem kapaliny. Mze tak dojit k chybam pii porovnani namétenych
hodnot mezi vzorky srozdilnym meniskem. U vetSiny testli je vSak neobvyklé, aby se
povrchové napéti vzorkl podstatné lisilo (Cottingham et al. 2004).
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4 Metodika

V praktické ¢asti prace byl u vybranych vzorkl stanoven celkovy obsah fenolickych
latek spektrofotometricky. Vzorky byly méfeny v kyveté a také na mikrotitracni desticce.

4.1 Material

4.1.1 Vzorky

Antioxidacni aktivita byla analyzovéna u péti vzorku: zeleny ¢aj (Teekanee), holandské
kakao s obsahem kakaového masla 20-22 % (Kavoviny), rozmaryn suSeny (Vitana), 100 %
pomeranc¢ovy dzus (Rauch), Cerstvé vymackana §tava z pomerance (UGO). Vzorky byly
nakoupeny den pted méfenim, pouze Cerstva §t'ava z pomerance byla pofizena v den méfeni.

4.1.2 Pouzité chemikalie a pFistroje

Folin & Ciocalteu’s ¢inidlo (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina gallova (Honeywell Riedel-de Haén®, Némecko)
Uhli¢itan sodny bezvody (Chemapoi, Singapur)

Methanol p.a. (Penta, Ceska republika)

Spektrofotometr Specol 1300 (An Endress Hauser Company, Némecko)
Ultrazvukova vodni lazent Sonorex Super RK 100 (Bandelin, Némecko)
Tecan Infinity M200, program Magelan (Tecan, Austria)

4.2 Metody

4.2.1 Priprava vzorki

4.2.1.1 Zeleny ¢aj

Bylo pfipraveno celkem 6 vzorkt ¢aje, z toho 3 byly zality podle navodu na obalu vaftici
vodou (100 °C) a zbylé 3 byly zality vodou o teploté 80 °C. Caj byl louhovan 3 minuty, jak
bylo uvedeno v navodu na obalu.

4.2.1.2 Kakao

Do 3 kadinek bylo navazeno 1,5 g kakao (vzorek A = 1,4995 g, vzorek B = 1,5337 g,
vzorek C = 1,5089 g). Po ptidani 20 ml demineralizované vody se vzorky ponofily do
ultrazvukové vodni 1azné na 10 minut a exktrakt ze vzorkt se zfiltroval pies filtra¢ni papir do
kadinek. Ke vzorku se opét pridalo 20 ml demineralizované vody, vzorek byl opét vlozen do
ultrazvukové vodni 14zn€ a nésledné zfiltrovan do kadinek na objem 40 ml.

4.2.1.3 Rozmaryn
Vzorky rozmarynu byly pfipraveny stejn¢ jako vzorky kakaa (vzorek A =1,5063 g, B =
1,539 g, C =1,5076 g).
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4.2.1.4 Dzusy
Pomerancovy dzus i §tava z pomerance byly piefiltrovany ptes filtra¢ni papir.
4.2.2 Stanoveni celkového obsahu fenoli v kyvetach

Obsah veskerych fenolt byl stanoven spektrofotometricky pii vinové délce 760 nm
s pouzitim Folinova-Ciocalteuova ¢inidla dle metodiky popsané Dormanem et al. (2003) a
Stratilem et al. (2008).

Nejprve byl pfipraven 20 % roztok uhli¢itanu sodného rozpusténim 20,31 g uhli¢itanu
sodného ve 100 ml odmérné baiice pomoci demineralizované vody. Pro pfipravu roztoku
kyseliny gallové pro kalibraci bylo v 100 ml odmérné bance rozpusténo 0,0123 g kyseliny
gallové v 20 ml metanolu a doplnéno po rysku demineralizovanou vodou. Do 25 ml odmérnych
banék bylo pipetovano 250, 500, 1000 a 1 500 pl zasobniho roztoku kyseliny gallové, 1,5 ml
Folinova ¢inidla a 3,75 ml 20 % roztoku uhli¢itanu sodného. Objem se doplnil po rysku
demineralizovanou vodou.

Dale byly ptipraveny 3 slepé vzorky pipetovanim 1,25 ml Folinova ¢inidla a 3,75 ml
ptipraveného 20 % roztoku uhli¢itanu sodného do 25 ml odmérnych bangk, které byly doplnény
po rysku demineralizovanou vodou.

Z pripravenych extrakti kakaa, rozmarynu a ¢aje bylo pipetovano 30 a 50 pl (pro kazdy
vzorek dvé paralelni stanoveni) do 10 ml odmérnych banék, bylo piidano 0,5 ml Folinova
¢inidla a 1,5 ml 20 % roztoku uhli¢itanu sodného. Do 10 ml odmérnych banék bylo pipetovano
75 a 100 ul pomerancového dzusu, 0,5 ml Folinova ¢inidla a 1,5 ml 20 % roztoku uhli¢itanu
sodného. Do odmérnych banék o objemu 25 ml bylo pipetovano 186 a 250 pl Cerstvé
pomerancové §tavy a ptidano 1,25 ml Folinova ¢inidla a 3,75 ml 20 % roztoku uhli¢itanu
sodného. VSechny odmérné banky byly doplnény po rysku demineralizovanou vodou, stejné
jako u slepych pokust a kalibra¢nich vzorkl. Dikladné promichané vzorky se nechaly stat
hodinu ve tmé pfti pokojové teplote, poté se pielily do kyvet a méfily pti 760 nm proti slepému
vzorku. Celkovy obsah polyfenoli byl vyjadien jako obsah ekvivalentu kyseliny gallové (GAE)
na 100 ml nebo 100 g vzorku. Pro kazdy vzorek bylo provedeno celkem 6 paralelnich stanoveni.

4.2.3 Stanoveni celkového obsahu fenold na mikrotitra¢nich destickach

Nejprve byl piipraven 12 % roztok uhli¢itanu sodného rozpusténim 12,007 g v 88 ml
destilované vody. Poté bylo navdzeno 0,0242 g kyseliny gallové do 100 ml odmérné baiiky a
objem byl doplnén po rysku demineralizovanou vodou. Do transparentni mikrotitra¢ni desticky
S 96 jamkami se pipetovalo nejprve 100 pl destilované vody do kazdé jamky. K destilované
vodé bylo ptidano 100 pl kazdého vzorku, které byly jesté dvakrat zfedény a 25 ul Folinova-
Ciocalteuova cinidla (Cistého, nezfedéného). Kyselina gallovd o pocatecni koncentraci
200 pg/ml byla pouzita jako standard, bylo pouzito 100 pl a jeji koncentrace se 9 krat ziedila
na polovinu (celkem 2 krat 10 vzorka standardu). Mikrotitra¢ni desticka byla vloZena do
orbitalni tfepacky (cca 50 ot/min) na 10 minut. Po promiseni bylo pfidano 75 ul pfipraveného
12 % roztoku uhli¢itanu sodného a desticka byla uloZena na 1 hodinu do tmy pfi teploté 37 °C.
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Poté byla zméfena absorbance pii 700 nm. Celkovy obsah polyfenolt byl vyjadien jako obsah
ekvivalentu kyseliny gallové (GAE) na 100 ml nebo 100 g vzorku.

4.2.4 Statistické vyhodnoceni dat

Statistick¢é vyhodnoceni vzorkii bylo provedeno pomoci softwaru R, verze 4.0.2
(https://www.r-project.org/). Vysledky testovani hypotéz byly vyhodnocovany na hladiné
vyznamnosti a = 0,05. Normalita dat (jednotlivych proménnych) byla uréena pomoci Shapiro-
Wilkova testu. Jelikoz data neméla normalni rozdéleni, byly hypotézy testovyny pomoci
neparametrickych testli. Pro porovnani metod méfeni v kyvetach a v mikrotitracni desticce byl
pouzit Kruskaliv-Wallisiv test (nazyvan také jednofaktorova neparametrickh ANOVA).

Wilcoxonliv dvouvybérovy test byl pouzZit pro zjisténi rozdilh mezi vzorky rizné
ptipravovanych zelenych ¢aju (€aj 80 °C a ¢aj 100 °C vodou) a dzust (dZus a fresh). Pro tento
test byla pouZita spolecné data z obou metod, aby se zvysil pocet pozorovani (n =21 pro Caje a
n= 21 pro dZusy) a tim i vérohodnost vysledk testu.
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5 Vysledky

5.1 Porovnani metod stanoveni celkového obsahu fenolu

Z naméienych absorbanci roztok gallové kyseliny byla sestrojena kalibraéni kiivka
(Graf 1), na zakladé které byl vypocten obsah ekvivalenti gallové kyseliny (GAE) na 100 ml
(ptip. 100 g) u jednotlivych vzorki méfenych v kyvetach. Obdobna kalibra¢ni kiivka (Graf 2)
byla sestrojena i pro vzorky métené na mikrotitraéni desticce.
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Graf 1 Kalibra¢ni kiivka gallové kyseliny pro stanoveni v kyvetach
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Graf 2 Kalibra¢ni kiivka gallové kyseliny pro stanoveni na mikrotitracni desticce
Jak je patrné na Grafu 3, jak pfi stanoveni celkového obsahu fenolt v kyvetach, tak pii

jeho stanoveni na mikrotitracnich desti¢kach se antioxidacni aktivita zeleného caje zalit¢ho
vodou o teploté 80 °C téméf nelisila od ¢aje zalitého varici vodou. To samé platilo pro Cerstvé
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vymackanou §tavu z pomeranée a koupeny pomerancovy dzus. Rozmaryn vykazoval vétsi
antioxidac¢ni aktivitu nez kakao.
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Grafy 3 Porovnani celkového obsahu fenold stanoveného dvéma zpuisoby
(GAE, ekvivalent gallové kyseliny)

Z Grafu 3 je také ziejmé, ze naméfené hodnoty na mikrotitratnich destickach jsou
piiblizné dvakrat vétsi nez hodnoty naméfené klasickou metodou stanoveni polyfenolii v
kyvetach.

5.2 Statistické vyhodnoceni dat

5.2.1 Porovnani metod na mikrotitracni desti¢ce a v kyvetach

Rozdil mezi obéma metodami nebyl statisticky vyznamny (p = 0,9617). Rozsah
koncentraci pro jednotlivé metody je patrny z Obrazku 5.
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Obrazek 5 Porovnani metod
(konc, mg GAE/100 ml nebo g; kyv, metoda v kyvetach; mikro, metoda na mikrotitra¢ni
desti¢ce; spodni vodorovna ¢ara, minimum; spodni hrana obdélnika, 25% kvantil; tlusta ¢ara,
median; horni hrana obdélnika,75% kvantil; horni vodorovna ¢ara, maximum)

5.2.2 Porovnani vzorki ¢aju a dZusu

Pro porovnani vzorkii byly slouceny vysledky obou metod, aby se zvySil pocet
pozorovani. To bylo provedeno kvili zvySeni divéryhodnosti vysledkt testil z divodu zvyseni
poctu pozorovani a také neprokazani statisticky vyznamniho rozdilu mezi metodami u téchto
vzorkll. Rozdil antioxida¢ni aktivity mezi ¢aji zalitymi vodou o rtizné teploté (80 °C a 100 °C)
nebyl prokazan (p-hodnota = 0,7045; Obrazek 6), stejné tak nebyl prokazan rozdil mezi
koupenym dZusem a Cerstvé vymackanou $tavou z pomerance (p-hodnota = 0,9170; Obrazek
7)
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Obrazek 7 Porovnani dzust
(fresh, Cerstvé vymackana §t'ava z pomerance; juice, kupovany pomerancovy dzus;
koncentrace, mg GAE/100 ml vzorku; spodni vodorovna ¢ara, minimum; spodni hrana
obdélnika, 25% kvantil; tlusta ¢ara, median; horni hrana obdélnika, 75% kvantil; horni
vodorovna ¢ara, maximum)
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6 Diskuze

Antioxidacni aktivita pouzitych vzorkd byla méfena stejnou metodou v nékolika
literarnich zdrojich, ale s odliSnymi vysledky. Naptiklad ve studii od Almajano et al. (2008)
bylo v kyvetach naméfeno 208,3 + 5,13 mg GAE/100 ml zeleného ¢aje (coz je skoro polovina
hodnoty namétené v kyvetach v této praci — 384,2 + 44 mg GAE/100 ml zeleného ¢aje zalitého
vodou o teploté 80 °C a 383,1 £ 75 GAE/100 ml ¢aje zalitého vrouci vodou), zatimco Atoui et
al. (2005) naméfili v kyvetach téméf dvojnasobek, tedy 506,7 + 13,3 mg GAE/100 ml zeleného
¢aje. Ve vyzkumu Farcas et al. (2015) bylo naméteno 45,90 + 1,95 mg GAE/100 ml zeleného
Caje. Ve vétsing studii na méfeni obsahu TPC zeleného ¢aje je obsah GAE uveden na jednotku
hmotnosti, vysledné hodnoty naméfené v této praci pro zeleny ¢aj zality vodou o teploté 80 °C
jsou 439,08 + 50,27 mg GAE/g v kyveté a 1335,51 + 98,18 mg GAE/g v mikrotitra¢ni desticce.
Pro zeleny ¢aj zality vrouci vodou jsou vysledné hodnoty 437,81 + 85,70 mg GAE/g v kyveté
a1186,28 + 83,03 mg GAE/g na mikrotitraéni desticce. Vysledné hodnoty antioxidacni aktivity
zeleného ¢aje jsou velmi rozdilné u riiznych autorti, naméfené hodnoty jsou 173,16 mg GAE/g
biomasy (Bharti & Singh 2020), 26,33 + 1,73 mg GAE/g extraktu (Nibir et al. 2017), 334,19 +
6,0 mg GAE/g extraktu (Baldemir et al. 2017), 2348,6 + 69,9 mg GAE/g susiny (Shaheen et al.
2016) a 513,4 + 25,7 mg GAE/g susiny (Pekal et al. 2012).

Obsah zivin a antioxidantd v pomerancich a vyrobcich z nich je ovlivnén odriudou a
dobou sklizné¢. Tim se zabyvali Mennah-Govela & Bornhorst (2017) a méfili celkovou
antioxidacni aktivitu cCerstvé vymackanych §tdv z pomeranci pomoci F-C ¢&inidla na
mikrotitra¢nich desti¢kach. Jejich namétené hodnoty byly v rozmezi 55,1 — 80,0 mg GAE/100
ml se v porovnani s vysledky v této praci velice lisily (az dvacetkrat niz§i hodnoty nez 1762,9
+199,5 mg GAE/100 ml ¢erstvé vymackané pomerancové §tavy). Podobné hodnoty naméiil v
kyvetach i Rekha et al. (2012), kde $tava ze zralého pomerance obsahovala 82 mg GAE/100
ml a 96 mg GAE/100 ml §tavy z nezralého pomerance. Tyto vzorky vSak byly ponofeny na 1
minutu do vodni l4zné s vafici vodou.

Ke stanoveni antioxidacni aktivity vzorkd v pevném skupenstvi se k extrakci pouzivaji
riizna rozpoustédla. Byva tomu tak i v ptipadé kakaa. S pouzitim hexanalu bylo ve studii
Bubonja-Sonje et al. (2011) na mikrotitra¢ni desticce naméfeno 3248 mg GAE/100 g kakaa (asi
3krat méné nez v této praci — 9148,2 mg GAE/100 g vzorku). Cadiz-Gurrea et al. (2017) naopak
nam¢fili na mikrotitra¢ni desti¢ce nékolikanasobné vysi hodnoty (75 833 + 8 250 mg GAE/100
g kakaa) s pouzitim dimethylsulfoxidu jako rozpoustédla.

Ze vSech pouzitych vzorkil v této préci se nejcastéji mefi antioxidacni aktivita rozmarynu
pomoci F-C ¢inidla. Bubonja-Sonje et al. (2011) s pouzitim metanolu jako rozpoustédla
naméfili celkovy obsah polyfenolti u rozmarynu na mikrotitraéni desticce 45 000 mg GAE/100
g susiny (pfiblizné dvakrat vétsi nez hodnoty naméfené v této praci — 20000,6 + 1105,6 mg/100
g). Stejné rozpousteédlo bylo pouzito také ve studii Shan et al. (2005), ve které byl v kyvetach
naméfen celkovy obsah polyfenolti 5070 + 36 mg GAE/100 g susiny a ve vyzkumu Zheng &
Wang (2001) bylo naméieno stejnym zpusobem 219 + 15 mg GAE/100 g Cerstvé hmotnosti
rozmarynu. Ve studii od Tawaha et al. (2007) byl jako rozpoustédlo pouzit také metanol (3 910
+ 360 mg/100 g susiny) a také voda (4 890 + 230 mg GAE/100 g susiny) pro stanoveni
celkového obsahu fenoli vV rozmarynu v kyvetach. Déle byl v kyvetach opét porovnavan vliv
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pouzitého rozpoustédla na celkovy obsah fenoli kolektivem Moreno et al. (2006). Celkovy
obsah polyfenolt byl pii pouziti metanolu 12 000 + 5000 mg GAE/100 g susiny, vody 3000 +
2000 mg/100 g susiny a acetonu 19000 + 8000 mg GAE/100 g suSiny rozmarynu. Yi &
Wetzstein (2011) také mé&fili TPC rozmarynu a byl porovnavan metanol (3 960 mg GAE/100 g
susiny) a etanol (3 430 mg GAE/100 g susiny) a jejich extrakéni Gc¢inky. Rodriguez-Rojo et al.
(2012) porovnavali na mikrotitraénich desti¢kach antioxidacni aktivitu s pouzitim etanolu a
vody jako rozpoustédel Cerstvych list rozmarynu (voda 55 + 11 mg GAE/100 g, etanol 45 + 6
mg GAE/100 g), listd zbavenych oleje (voda 96 + 9 mg GAE/100 g, etanol 129 + 8 mg
GAE/100 g) a rozemletych listii zbavenych oleje (voda 770 + 90, etanol 260 + 70). Etanol byl
jako rozpoustédlo také pouzit ve studii od Hendel et al. (2016), kde bylo naméfeno 12 900 mg
GAE/100 g susiny (zptisob mé&feni neni uveden). Gallego et al. (2013) také pouzili celkovy
obsah fenoll v rozmarynu pfi pouziti etanolu jako rozpoustédla na mikrotitracnich destickach
anaméfili 21 900 £ 610 mg GAE/100 g listti rozmarynu a 19 800 +£ 1 450 mg GAE/100 g stonki
rozmarynu. Celkovy obsah fenoll ve vzorcich rozmarynu extrahovaného ve vodé byl
Dormanem et al. (2003) mefen v kyvetach a vysledné hodnoty byly 18 500 mg GAE/100 g
susiny.

Odlisnost vysledkl stanoveni celkového obsahu fenoll Ize vysvétlit nékolika zpiisoby.
Kazdy vzorek muze mit jiné vlastnosti a zplsob pfipravy. Velky vliv mohou mit i vlivy
prostiedi, jako jsou klimatické podminky a agrotechnické postupy pfi péstovani. Muze se liSit
metodika stanoveni, zplisob a doba extrakce vzorkl (Cadiz-Gurrea et al. 2017) a vybér
rozpoustédla (Pérez et al. 2007). Obsah polyfenolt a jejich antioxidacni aktivita mize byt také
ovlivnéna teplotou a délkou doby skladovani vzorki (Klimczak et al. 2007). Rozdilné vysledky
mohou vznikat také odliSnym zpisobem méfeni, kdy v kyvetach prochdzi svételny paprsek
jejich paralelnimi st€énami, zatimco na mikrotitra¢nich destickach prochazi povrchem kapaliny
vzorku (Cottingham et al. 2004).

Zaliti zeleného caje varici vodou muze snizit jeho antioxidac¢ni aktivitu, ale jen
Vv nepatrném mnozstvi. Cerstvé vymackana §t4va z pomeranée mohla byt ovlivnéna piisobenim
vzduchu a tim mize sniZena jeji antioxidacni aktivita. Dle obou metod mé rozmaryn ptiblizné
dvakrat vétsi obsah polyfenolli nez kakao, ale hmotnost jedné porce je naopak témét
zanedbatelna na rozdil od jedné porce kakaa.

U pouzitych vzork nebyla v literatufe nalezena zadna porovnani pro stanoveni TPC
S pouzitim stejné metody pro méfeni v kyvetach a mikrotitracnich desti¢kach. Ve studii od
Attard (2013) byly porovnavany tyto metody méfenim antioxidacni aktivity rostlinnych
extraktt (slupky lilku, pomerancové slupky a listy olivovniku), kde bylo zjisténo, Ze je mezi
vysledky metod méfeni vyznamna korelace. Pfi porovnavani antioxidacni aktivity u dzust
z bobulového ovoce byly ziskané udaje z metod v kyvetach a mikrotitracnich destickach
srovnatelné (Horszwald & Andlauer 2011). Ani Magalhaes et al. (2010) nezjistili rozdil mezi
témito dvéma metodami.
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Zavér

e Antioxidanty jsou velmi riznorodé latky s odlisnymi vlastnostmi a jejich méteni pouze
jednim zplisobem je témét nemozné. Proto bylo vyvinuto a neustéle je vylepSovano
velké mnozstvi odlisnych metod a pro ziskani ptresnéjsich vysledki se doporucuje
pouziti alespoil dvou riiznych metod.

e Nejcastéji pouzivané (dle poctu citaci) jsou tyto tii metody v poradi podle klesajici
frekvence: DPPH > vychytdvani hydroxylovych radikald > vychytavani
superoxidovych radikalti. Ze vSech in vitro metod je metoda DPPH nejjednodussi a
pfiméfené nakladna.

o Zvysledka praktické casti vyplyva, ze celkovy obsah fenoli méfeny métreny na
mikrotitracnich desti¢kach byl pfiblizné dvojnasobné vyssi nez pii pouziti kyvet.

e Primérna antioxidacni aktivita vzorka je sestupné: fresh > dzus > ¢aj 80 °C > ¢aj 100
°C (vyjadieno na objem vzorku) a rozmaryn > kakao (vyjadifeno na hmotnost vzorku).

e Dle statistické analyzy se méfeni v kyvetach a na mikrotitraénich desti¢kach nelisi (p
=0,9617).

e  Celkovy obsah polyfenolt v zelenych ¢ajich zalitych vodou rtizné teploty se nelisil (p
= 0,7045), stejn¢ tak se neliSil ani celkovy obsah fenoli mezi kupovanym
pomerancovym dzusem a Cerstvé vymackanou $t’avou z pomerance (p = 0,917).

e Kvili odlis$nosti vysledkii metod by bylo vhodné pouzit vétsi pocet vzorkd pro
potvrzeni vysledkil a nasledné srovnat jiné metody pro stanoveni antioxidacni aktivity
Vv kyvetach a na mikrotitra¢nich destickach.

e Metoda na mikrotitra¢nich desti¢kach je vhodné&jsi k méteni velkého mnoZstvi vzorki
za pomérné kratkou dobu. Vyhodou je také mensi Spotfeba chemikalii.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AAPH
ABAP
ABTS
AH

BHA
BHT
CUPRAC

DHR
DMPD
DPPH
DTPA
EC
ECG
EDTA
EGC
EGCG
ET
F-C
FRAP

FZ
GAE
GR
GSH
GSSG
HAT
ICso

L
LDL
LH
LOO*
LOOH
MDA
NADPH
Nc
ORAC

PG

PMC
RCS
RNS

2,2-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid

2,2-azobis(2-aminopropan)hydrochlorid

kyselina 2,2°-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)

primarni antioxidant

butylhydroxyanisol

butylhydroxytoluen

snizeni antioxida¢ni kapacity pomoci méd’natych iontii (cupric reducing

antioxidant capacity)

dihydroxyrhodamin

N, N-dimethyl-p-fenylendiamin

2,2-di(4-terc-oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl

kyselina diethylentriaminpentaoctova

epikatechin

epikatechin galat

kyselina ethylendiamintetraoctova

epogalokatechin

epigalokatechin galat

prenos elektronti (electron transfer)

Folin-Ciocalteu

sniZeni antioxida¢ni kapacity pomoci Zelezitych ionth (ferric reducing
antioxidant power)

ferrozin

ekvivalenty gallové kyseliny (gallic acid equivalents)

glutathion reduktaza

glutathion

glutathion disulfid

prenos atomu vodiku (hydrogen atom transfer)

polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

allylovy radikal

lipoprotein o nizké hustoté (low-density lipoprotein)

molekula substratu (napf. lipid)

lipidovy peroxidovy radikal

lipidovy hydroperoxid

malondialdehyd

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

neocuproin

kapacita absorpce kyslikovych radikala (oxygen radical absorption

capacity)

propylgalat
2,2,5,7,8-pentamethyl-chromanol
reaktivni formy chloru

reaktivni formy dusiku
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ROS
Re
RP
R-PE
SIN-1
SOD
TAC
TBA
TBARS
TBHQ
TE
TEAC

TPC
TPTZ

TRAP

Trolox

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

oxidacni radikal

reducing power

R-fykoerythrin

3-morfolino-sydnonimin

superoxid dismutaza

celkova antioxidacni kapacita (total antioxidant capacity)

kyselina thiobarbiturova

kyselina thiobarbiturova (reaktivni)

terc-butylhydrochinon

ekvivalent Troloxu

trolox-ekvivalentni antioxida¢ni kapacita (trolox equivalent antioxidant
capacity)

celkovy pocet fenolickych sloucenin (total phenolic compounds)

chlorid  2,3,5-trifenyl-1,3,4-triaza-2-azoniacyklopenta-1,4-dien/(2,4,6-
tripyridyl-s-triazin)

antioxida¢ni parametr popisujici vychytavani radikala (total radical-
trapping antioxidant parameter)

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
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