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1. Uvod

Pti vyzkumu antioxidanti (at’ jiz je cilem tohoto vy-
zkumu prodlouzeni skladovatelnosti potravin a omezeni
nezadoucich zmén lipidd probihajicich béhem jejich zpra-
covani nebo zvySeni obsahu antioxidantli v potravinich
a jejich mozny preventivni G¢inek proti rozvoji nékterych
chorob) se pro stanoveni antioxidacni aktivity pouziva
nespocet metod a pracovnich postuptl, které obecné posky-
tuji vzajemné odlisné vysledky. Piestoze tato skutecnost je
dobfe znama a je zdlraziiovana v souhrnnych pracich vé-
nujicich se stanoveni antioxidagni aktivity (u¢innosti)'
nebo aktivité antioxidantd®™®, a v dalsich publikacichmo,
Casto nejsou identifikovany (¢i dokumentovany) faktory
zpusobujici disproporce v hodnotach stanovenych riznymi
metodami €i zjiSténych za odliSnych podminek (nebo do-
konce neni vliv téchto faktord ani uvazovan).

Tato prace si proto klade za cil poskytnout zadjemctim
vycet vnéjsich faktorti ovliviiujicich antioxidacni aktivitu
(doplnény nékterymi piiklady a vysvétlenimi), tak aby
mohli vliv téchto faktorli uvazovat, at’ jiz pfi interpretaci
vlastnich vysledkd, tak pfi zvazovani vyznamu jiz publiko-
vanych dat.
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2. Faktory obecné ovliviiujici aktivitu
antioxidantu

Obecné (tj. jak vmodelovych experimentech, tak
v potravinach, in vivo, ale i v dalsich moznych systémech)
ovliviiuji antioxidacni aktivitu zejména koncentrace anti-
oxidantu''™"*, oxidovany substrat'>'®, piitomnost jinych
antioxidantii (a s tim souvisejici moznost synergismu nebo
antagonismu mezi jednotlivymi antioxidanty'"'*), pouzité
rozpoustédlo (pii reakcich v roztoku)'®'’, homogenita &i
vicefazovost sledovaného systému®'”'® (a typ vicefazové-
ho systému'?), pH (cit.'>'7), ptitomnost dalsich latek (nap.
dalsich slozek potravin'?, zejména pak bilkovin'*?’), oxi-
dacni ¢inidlo ¢i fyzikalni faktor (napf. svétlo) iniciujici
oxidaci®, teplota'>"3, parcialni tlak kysliku'*'®, resp. obec-
né piistup kysliku'® (dany napt. velikosti povrchu oxidova-
ného systému'?), a ptitomnost iontd kovii s proménlivou
valenci'*".

Koncentrace antioxidantd pouzivané pii metodach
in vitro jsou pfitom casto i fadovée vyssi nez realné koncen-
trace antioxidantl in vivo. Naptiklad typické koncentrace
kvercetinu v plasmé (které jen vyjimecné piekracuji hod-
notu 1 pmol I™) jsou 2 aZ 20krat niZ$i nez koncentrace
potfebné pro inhibici oxidace LDL lipoproteind pomoci
tohoto antioxidantu'®. Zdiiraznit je viak nutné také skute-
nost, Ze ne¢které antioxidanty mohou pfi vysSich koncentra-
cich vykazovat prooxida¢ni pasobeni'®.

Pii stabilizaci lipidQ je vysledny antioxidacni Gcinek
ovlivnén zejména jejich nasycenosti, ale také tim, zda se
jedna o fosfolipidy, triacylglyceroly ¢i volné mastné kyse-
liny, a vyznamny je i po&atedni stupen oxidace'®. Pi reak-
ci v roztoku mize pak pouzité rozpoustédlo ovlivnit reak-
tivitu antioxidanti nebo jejich rozpustnost, ale také napft.
tvorbu micel (a tim vzajemnou pfistupnost ¢i naopak ne-
pfistupnost antioxidantii, resp. jejich reaktivnich skupin,
a oxidovaného substratu &i iniciatorti oxidace'®).

Ve vicefdzovych systémech rozhoduje o antioxidac-
nim ucinku predevsim lokalizace antioxidanti (ale i dal-
Sich latek, napf. katalyticky ptisobicich ionti kovi'®)
v jednotlivych fazich a na mezifaizovém rozhrani'.
U antioxidantl je tato lokalizace primarné dana jejich po-
laritou, mize vSak byt ovlivnéna fadou faktor, u emulzi
napf. pouzitym emulgatorem'’,

Zpusob pouzity pro iniciaci oxidace pak mize ovliv-
nit nejen rychlost probihajici oxidace, ale také
(pfevazujici) mechanismus této oxidace''. Naptiklad karo-
tenoidy pfitom vykazovaly obecné srovnatelnou uU¢innost
s flavonoidy pfi inhibici tvorby hydroperoxidi kumenu
v chlorbenzenu (iniciovanou AMVN), avsak o tii rady
vy$§i schopnost inaktivovat singletovy kyslik?'.

Vyznamny vliv na antioxidacni aktivitu v§ak mohou
mit i zptsob sledovani oxidace'>'® nebo zptisob kvantifi-
kace antioxida¢niho ¢inku'®, a stim souvisejici uréeni
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konce (¢i limitniho stupné) oxidace, pokud se tento para-
metr pii kvantifikaci antioxida¢niho G&inku uplatiiuje'>".

Pti sledovani ucinku v tucich a olejich je pfitom roz-
hodujici zejména to, zda se sleduje vznik hydroperoxidd,
tj. primarnich produkti oxidace, nebo napt. aldehydu, tj.
sekundarnich produktli oxidace. Nekteré antioxidanty
(napft. tokoferoly) mohou totiz zvySovat obsah primarnich
produktt oxidace (hydroperoxidi) svou schopnosti poskyt-
nout proton peroxylovym radikalim a/nebo mohou zpo-
malovat rozklad hydroperoxidl, a tedy také vznik nizko-
molekularnich sekundarnich produktd oxidace'®. Dilezité
vsak muze byt i to, Ze konjugované dieny, ¢asto pouzivané
pro sledovani oxidace tuki a olejt, vznikaji jen z polyeno-
vych mastnych kyselin'’, a vyrazné odlisnych vysledki se
dosahuje v pfipadé, ze se sleduje prodlouzeni indukéni
periody ve srovnani s vlivem na rychlost oxidace béhem
indukéni periody'.

3. Faktory ovliviiujici aktivitu antioxidanta
in vivo

V lidském organismu a v systémech pouzivanych
k objasnéni aktivity antioxidantd in vivo (tj. napf.
v tkdtlovych kulturdch) ovliviluje antioxidacni aktivitu,
kromé faktorti uvedenych v ptedchozi kapitole, i fada dal-
Sich skuteCnosti. Za nejvyznamnéjsi faktor zplsobujici
rozpory mezi antioxidacni aktivitou in vitro a ucinkem
antioxidantl v lidském organismu se pfitom povazuje je-
jich biologicka dostupnost, zahrnujici tii zakladni slozky
(kroky), a to uvolnéni danych latek z potravinové matrice,
jejich vstiebani v travicim traktu a piestup do bundk?.

Naprosta vétSina in vitro metod pro stanoveni antioxi-
dacni aktivity vyzaduje extrakci analyzovanych tuhych
potravin. Cést antioxidantii vSak pfi tomto procesu nepte-
chéazi do extraktu, a to zriznych divodid: nékteré antio-
xidanty jsou nerozpustné (zejména taniny s vySSim stup-
ném polymerace a melanoidiny vznikajici reakci neenzy-
mového hnédnuti), ¢ast antioxidantll je kovalentné vazana
na nerozpustné slozky potravin (napf. ferulova kyselina je
v ceredliich esterové vazana na polysacharidy bunécné
stény, Casté jsou vsak také vazby antioxidantl na bilkovi-
ny, at’ jiz se jedna o pfirozené pfitomné slozené proteiny
nebo o vazby vzniklé pii zpracovani ¢i skladovani potra-
vin), c¢ast obecné extrahovatelnych antioxidantd ziistava
vazéana na extrakéni zbytek vodikovymi mustky ¢i jinymi
nekovalentnimi vazbami a ¢ast antioxidantd je také uza-
viena v bunéénych ¢i jinych strukturach (napt. karotenoidy
jsou Casto uzavieny v chloroplastech nebo chromoplastech
a flavonoidy mohou byt v n¢kterych ptipadech, napt. ve
slupce rajcat, uzavieny v prostorové siti tvofené pekti-
nem)23. V travicim traktu vSak predchazi ,.extrakci® anti-
oxidantd hydrolyza fady pfitomnych (zejména makromole-
kularnich) sloucenin, coz vede k uvolnéni vézanych anti-
oxidant, a tim ke vzristu antioxidaéni aktivity**.

Antioxidacni aktivita se vSak bchem traveni miZze
zvysit i u extrahovatelnych antioxidantt, napt. diky hydro-
lyze rozpustnych polymernich forem fenolti™ nebo glyko-
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siddi a esterd®. Na druhou stranu miize ale béhem traveni
dochazet i ke ztratam antioxidantl (pravdépodobné oxida-
ci), jak bylo zjisténo béhem in vitro simulace traveni raj-
cat, kdy doslo ke snizeni celkové antioxidacni aktivity na
priblizn€ polovinu a k uplnému vymizeni askorbové kyse-
liny?.

Vstiebatelnost uvolnénych antioxidantl je v travicim
traktu ¢lovéka obecné relativné nizka®”*®, Napiiklad efek-
tivita vstfebavani ellagové kyseliny a anthokyand z malin
(podavanych ve formé prasku pfipraveného ze suSenych
plodt) ¢inila jen 1 % (cit.*), a podobné nizkou miru vstie-
batelnosti uvadi i dali literatura®, zatimco napf. typicka
absorpce glykosidi kvercetinu se pohybuje v rozmezi
20 az 50 % (cit."®). Mezi obecn& dobfe vstiebatelné antio-
xidanty pfitom patfi zejména gallova kyselina a isoflavo-
ny, nasledované katechiny, flavanony a glukosidy kverce-
tinu'**", a déle pak proanthokyanidiny a anthokyany”.

Velka cast esterd a glykosidi antioxidantl (s vyjim-
kou anthokyanéi a nékterych daliich antioxidantd®') je
v travicim traktu vstiebatelna az po hydrolyze*. Ptitom
hydrolytické enzymy lidského traviciho traktu nejsou
schopné hydrolyzovat v§echny pfitomné vazby, a hydroly-
zovatelnost fady slouCenin tak zdvisi na slozeni stfevni
mikroflory®'. Stfevni mikroflora viak muize modifikovat
antioxidanty pfijimané s potravou i jinymi zpusoby, a tim
ménit jejich vstiebatelnost a/nebo biologickou aktivitu.
Kvercetin napf. né€které stfevni bakterie metabolizuji za
vzniku 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny s nizsi antioxi-
daéni aktivitou nez ma vychozi slougenina®'.

Avsak i antioxidanty, které nebyly v travicim traktu
vstfebany, mohou pozitivné plsobit na lidsky organismus,
a to pravé v travicim traktu, ktery je neustale vystaveny
fadeé oxidantd, jejichz zdrojem jsou napf. reakce askorbové
kyseliny s zeleznatymi ionty, hydroperoxidy, aldehydy
adalsi oxida¢ni produkty lipidi konzumované spolu
s potravou, peroxid vodiku pfitomny v nékterych napojich
nebo aktivace imunitnich bun¢k gastrointestinalniho traktu
bakteriemi ¢i toxiny. Antioxidanty pfitom v travicim traktu
mohou, kromé vlastniho antioxida¢niho ptisobeni a chela-
tace prooxidacné pusobicich iontd, také napf. priznivé
ovlivitovat slozeni stfevni mikroflory. Pusobeni antio-
xidantd v travicim traktu tak mize oddalovat vznik nadort
tlustého stieva a koneéniku®®, pri¢emz podle nékterych
autort je tento G¢inek antioxidantli vyznamnéjsi nez jejich
piisobeni in vivo (1j. po vstiebani v travicim traktu)*>.

Utinnost a rychlost vstiebavani antioxidanti jsou pak,
podobné jako u jinych slozek potravin, ovlivnény soucasné
pfijimanymi zivinami (a dal$imi slozkami potravy) a né-
kterymi dal$imi (ptibuznymi) faktory. Je, naptiklad, obec-
né znamou skuteCnosti, Ze vlaknina snizuje vstiebavani
fenolil, zatimco tuk, alkohol a emulgatory podporuji vstie-
bavéani lipofilnich antioxidanti'>'***. V ramci novéjsich
vyzkumut vSak bylo zjisténo, ze efektivita vstiebavani je
ovlivnéna také druhem piijimaného tuku®. Vstiebavani
antioxidanti mize byt ale ovlivnéno také soucasnym pii-
jmem jinych antioxidanti’®. Napiiklad naringenin, karote-
noidy a pravdépodobné také y-tokoferol mohou snizovat
vstfebavani a-tokoferolu, zatimco askorbové kyselina
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a fenolové kyseliny jeho vstiebavani neovliviiuji*. Zelezo
a bilkoviny (testované ve form¢ masa a kaseinu) pak snizi-
ly (béhem simulované¢ho traveni in vitro) antioxidacni
aktivitu zelen¢ho &aje’’, a to pravdépodobné v diisledku
iniciace oxidace pritomnych antioxidantii nebo jejich vaz-
bou na bilkoviny®’. Podobn& bylo zvySovani antioxida¢ni
aktivity plasmy pozorovatelné po piijmu tmavé cokolady
nebo zeleného ¢i Cerného Caje vyrazné snizeno, jestlize
byly tyto potraviny konzumovany spolecné s mlékem
(i kdyz ne viechny studie tuto interakci potvrdily)*”*°.

Kinetika zmén antioxidaéni aktivity plasmy je ale
ovlivnéna také typem potraviny, prostfednictvim které jsou
antioxidanty pfijimany. Zatimco po vypiti napoji antioxi-
dacni aktivita plasmy vzrista relativné rychle (v rozmezi
30 az 60 minut) a poté opét relativné rychle klesa, po kon-
zumaci tuhych potravin obsahujicich antioxidanty se tento
parametr zvySuje i snizuje pozvolnéji, s dosaZzenim maxi-
ma po 2 az 3 hodinach a navratem na ptivodni hodnotu po
4 a7 5 hodinach®®. Dlouhodoby zvyseny piijem n&jakého
antioxidantu pak snizuje jeho absorpci. Napriklad u krys
krmenych potravou s vysokym obsahem flavonoli bylo
vstfebavani nasledné samostatné podavaného kvercetinu
vyznamné sniZeno ve srovnani s krysami krmenymi dietou
chudou na tento antioxidant’'.

Mira a rychlost vstiebavani antioxidantli (zejména
karotenoidi ptirozené vazanych v chloroplastech a dalSich
strukturach) miize byt dale ovlivnéna (obvykle zvySena)
pfedchozim kulinarnim zpracovanim potravin. Napiiklad
lykopen je 1épe vyuzitelny zrajcatovych vyrobkili nez ze
syrovych rajcat a B-karoten z tepelné opracované mrkve ¢i
Spenatu nez ze syrové zeleniny. Pozitivni Gi€inek tepelného
opracovani na vyuzitelnost antioxidanti byl vSak popsan
také pro dalsi antioxidanty, napf. pro naringenin a chloro-
genovou kyselinu piitomné v rajéatech®.

Vyse zminéné okruhy v8ak nejsou jediné, které ovliv-
fluji ucinnost antioxidantl in vivo a/nebo interpretaci vy-
sledki dosahovanych v této oblasti vyzkumu.

Nekteré antioxidanty (resp. latky vykazujici antioxi-
da¢ni aktivitu in vitro) mohou v lidském organismu
(kromé& schopnosti inaktivovat volné radikaly) vykazovat
i fadu dalich prosp&nych aktivit'>'**® a to jak souviseji-
cich s antioxidacni obranou, tak i vyrazné odliSnych. Mo-
hou, naptiklad, vazat do komplext prooxidacné pusobici
ionty kovi'>*°, deaktivovat singletovy kyslik'>, inhibovat
prooxidaéné puisobici enzymy'>*** stimulovat antioxi-
da¢ni enzymy?’, aktivovat & naopak inhibovat fadu dalsich
enzymi® (napf. inhibovat a-amylasu®® &i telomerasu®*?),
podporovat opravy DNA (vyrazny byl tento G¢inek napf.
u ferulové  kyseliny™), modulovat signalni cesty'*?’
(souvisejici napf. s bunéénym dé€lenim, apoptosou nebo
tvorbou zan&tu™), vazat se na nékteré proteiny, a tim ménit
jejich konformaci (a tedy i biologickou aktivitu)'®, nebo
modulovat expresi nékterych gent™>**°. Timto zptisobem
(ale i dal$imi mechanismy) mohou antioxidanty pozitivné
ovliviiovat napf. zachazeni organismu s glukosou, sekreci
insulinu, metabolismus lipidi nebo vznik metastas®’.
Rada zde zmin&nych aktivit se tak vyznamné podili, nebo
muize podilet, na vlivu antioxidantll na vznik ¢i rozvoj fady
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onemocnéni, napf. diabetu 2. typu®’, nadorovych onemoc-
néni>’, chorob kardiovaskularnich'®* nebo nékterych cho-
rob neurodegenerativnich (jako jsou Alzheimerova i
Parkinsonova choroba®). Pfitom podle nékterych autord
jsou tyto ,ostatni G¢inky vyznamnéj$i nez antioxidacni
aktivita téchto latek in vivo™.

Naproti tomu, nékteré ze sloucenin vykazujicich anti-
oxidacni aktivitu mohou mit zéroven né€které nezadouci
vlastnosti, napf. cytotoxicitu*’. Tato cytotoxicita souvisi
pfedevS§im s prooxida¢nim puasobenim nékterych anti-
oxidantd®. P¥i¢inou cytotoxicity viak miize byt i oxidace
polyfenoli za vzniku semichinont a chinont, které jsou
potencialn& cytotoxické™.

Reaktivni formy kysliku, iniciujici oxidacni stres
a tim fadu onemocnéni, plni v organismu také fadu fyzio-
logickych funkci, a ani jejich role v rozvoji nékterych one-
mocnéni neni jednozna¢né negativni. Reaktivni formy
kysliku se napt. podili jak na iniciaci nadorového bujeni,
tak na kontrole jeho vzniku a jeho pfipadné eliminaci, a to
zejména iniciaci apoptosy®. Z tohoto diivodu nemusi tedy
byt ani mozny prooxidacni efekt in vivo nékterych flavo-
noidéi hodnocen jednoznaéng negativnd®’, a to také
s ohledem na to, Ze mirny oxidac¢ni stres podnécuje zvySo-
vani pfirozené (tj. zejména enzymové) antioxidacni obrany
organismu a dal3i obranné mechanismy™.

Rada antioxidantt, zejména flavonoidi, je po vstieba-
ni rychle metabolizovana®™ (coZ typicky vede ke sniZeni
antioxidagni aktivity'>*>*") a/nebo vylutovana z t&la*.
Naproti tomu, specifické postaveni nékterych antioxidantt
v ramci ochrany vici nezadouci oxidaci in vivo, jako je
tomu napf. u a-tokoferolu (a to nejen vici napf. flavonoi-
dim, coz je dano vyrazné vyssi lipofilitou tokoferold, ale
také vuéi ostatnim tokoferolim), pak souvisi napf.
s existenci specialnich transportnich systému pro tyto lat-
ky. U a-tokoferolu pfitom existuje specificky vazebny
protein zajistujici prednostni vazbu tohoto tokoferolu,
resp. jeho (2R,4’R,8’R)-isomeru, do VLDL lipoproteintl,
i kdyz neni mezi jednotlivymi tokoferoly rozdil napt. mezi
efektivitou jejich vstfebavani a/nebo rychlosti transportu
do jater'?.

Rada rostlinnych potravin obsahuje kromé anti-
oxidantd i dal$i slouceniny, které mohou pusobit preven-
tivné vi¢i rozvoji nékterych onemocnéni spojovanych
tradi¢né s oxidacnim stresem a antioxidanty, napt. vlak-
1333 listovou kyselinu a nékteré dalsi sloudeniny'?,
které se tak spolupodili na ochranném efektu téchto potra-
vin vG¢i kardiovaskularnim a nadorovym onemocné-
nim"**. Navic, strava bohata na ovoce a zeleninu obsahuje
obvykle malo tuku (tj. rizikového faktoru pro rozvoj kardio-
vaskularnich onemocnéni, diabetu a nékterych druht karci-
nomu’).

Zejména u individualné podavanych sloucenin (napf.
vitaminti s antioxidacnim ucinkem nebo [-karotenu) se
jejich pozitivni u¢inek zvySuje jen do urcité davky.
U zdravé se stravujicich jedinct tak muze samostatné po-
davéni vybrané slouCeniny vyvolat dojem, Ze tato slouce-
nina nevykazuje predpokladanou aktivitu in vivo™.
V intervencnich studiich proto nemusi byt zjisté€n pozitivni
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efekt u osob majicich pred zahajenim studie dostatecnou
(adekvatni) koncentraci antioxidantd v plasmé (na rozdil
od osob majicich pfed zahdjenim studie tyto koncentrace
snizené*'**) a/mebo u osob konzumujicich dostatetné
(v&tsi) mnozstvi ovoce a zeleniny™.

Pii organizaci intervencnich studii zaméfenych na
studium 0c¢inku antioxidantil je vSak nutné vénovat pozor-
nost také dal§im faktortim, jako jsou fyzické aktivita, hor-
monalni aktivita, obezita, v€k, stres, vystaveni organismu
zne€i§ténému ovzdusi ¢i zivotni styl (zejména konzumace
alkoholu a/nebo koufeni) a n&které dalsi*'*, které ovliviiu-
ji pfirozenou antioxida¢ni obranu organismu a/nebo in vivo
produkeci reaktivnich forem kysliku. Pfitom plati, Ze p¥iro-
zend antioxidacni obrana organismu se snizuje s vékem,
s nimz rovnéz roste produkce reaktivnich forem kysliku,
podobné jako roste produkce téchto reaktantd pii zvySené
fyzické aktivits*'. Zvlastni pozornost je pak nutné vénovat
zejména zatizeni ucCastnikl rizikovymi faktory, které mo-
hou vyrazné zvysSovat oxidacni stres a tim iniciovat nado-
rové bujeni, jako jsou napft. koufeni a dalsi. V pripad¢ jiz
probihajicich (zatim klinicky nedetekovatelnych) nadoro-
vych zmén* (nebo dokonce i jen za podminek vysokého
oxida¢niho stresu'*) mohou totiz vysoké davky nékterych
antioxidantd (napf. -karotenu) pisobit negativng, tj. zvy-
Sovat riziko nadorovych onemocnéni a/nebo urychlovat
jejich rozvoj'"**, coz souvisi s moznou konverzi n&kterych
antioxidantd (napf. prav€ P-karotenu) na prooxidanty za
t&chto podminek'.

Nezanedbatelné je také to, ze antioxidacni aktivita
sloucenin in vivo mize byt sniZena soucasnym piijmem
latek zvySujicich oxidacni stres, jako jsou oxidované li-
pidy* nebo polyenové mastné kyseliny*’.

Procesy vedouci ke vzniku aterosklerotickych 1ézi pak
u Clovéka probihaji relativné velmi pomalu, fadu (az desit-
ky) let (na rozdil od laboratornich zvifat, kde 1ze cely tento
proces pozorovat typicky bshem nékolika mésict'**®).
ZvySeny pfijem antioxidantli se tak mize projevit az za
velmi dlouhou dobu, pficemz podle nékterych autor ne-
mohou byt antioxidanty pfijimané stravou efektivni
v pokrogilejsich stadiich rozvoje aterosklerosy'>.

Celkova antioxidacni kapacita plasmy, jako prakticky
nejcastéji pouzivany ukazatel pro hodnoceni antioxidacni
obrany organismu, ve skutecnosti tuto obranu reprezentuje
jen  Castecn€, nebot  koncentrace  antioxidantl
v jednotlivych tkanich a organech muze byt vyrazn¢ odlis-
n&*. Navic, na celkové antioxidaéni kapacitd plasmy se
vyznamnou mérou podili piitomné bilkoviny'®, mogova
kyselina®®** a n&které dalsi slouceniny®’. Jejich obsah je
pritom ovlivnén fadou faktorii’?, a miZe se napt. zvySovat
také po poziti nékterych potravin bohatych na antioxidan-
ty, jako je tomu v pfipadé mocové kyseliny, jejiz obsah
v plasmé vzrusta napt. po piijmu kavy nebo cerveného
vina?’. Kromé toho nebyl jednoznané prokazan vztah
mezi celkovou antioxidacni kapacitou plasmy a rizikem
vzniku onemocnéni spojovanych tradicné s oxidacnim
stresem’>. Podobné je diskutabilni i vypovidaci hodnota
obsahu oxida¢nich produkti DNA v riiznych télnich teku-
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tinach jako indikatoru rizika vzniku nadorovych onemoc-
néni a miry Géinku antioxidantd in vivo'>™'.

A nakonec, tkanové kultury, pouzivané v posledni
dob¢ také Casto pro studium mozného efektu antioxidantl
in vivo, modeluji situaci v lidském organismu jen ¢astecné.
Na rozdil od bunék lidského téla se totiz tkanové kultury
nachazeji typicky ve stavu hyperoxie, tj. za zvysSeného
oxidacniho stresu, a navic jsou tyto kultury typicky deficit-
ni nftio antioxidanty, zejména tokoferoly a askorbovou kyse-
linu™.

4. Faktory ovliviiujici aktivitu antioxidanti
PFi in vitro metodach stanoveni této aktivity

Jednim =z hlavnich faktord ovliviiyjicich vysledek
u metod pouzivanych pro testovani antioxidacni aktivity
in vitro'>'"! je princip pouzité metody, tj. zda se jedna
o metodu sledujici inaktivaci volnych radikali nebo o me-
todu méfici redukéni schopnost antioxidantd’. A&koliv
v fadé pripadt byla zjisténa dobra korelace mezi vysledky
ziskanymi ob&ma typy metod®> >, existuji prece jen mezi
témito metodami rozdily v reaktivité jednotlivych slouce-
nin. Naptiklad u metod méficich redukéni schopnost (napf.
metoda zaloZzena na redukci Zelezitych iontd (metoda
FRAP) nebo stanoveni ,,veskerych fenoli“ pomoci Folino-
va-Ciocalteuova €inidla) neposkytuji (na rozdil od metod
sledujicich inaktivaci volnych radikaltl) odezvu karoteno-
idy® a dalsi slouceniny (napi. metoda FRAP nedetekuje
thioly'™'®). Naproti tomu miize s pouzitym oxidaénim &ini-
dlem reagovat celd fada sloucenin nevykazujicich schop-
nost inaktivovat volné radikaly", jako je tomu v ptipadé
pouziti Folinova-Ciocalteuova ¢inidla napt. u oxidu sifici-
tého ¢i méd’nych a zeleznatych ionti, nékterych sacharida
a fady dalsich slou¢enin'®*®. Nékdy je viak obtizné odlisit,
zda reakce probiha jako reakce redukcni nebo na zakladé
predani vodikového atomu, a Casto oba tyto mechanismy
probihaji sougasn&'™", pritemz jejich vzajemny pomér je
dan strukturou testovanych antioxidantii, jejich rozpust-
nosti v daném systému, pH a pouzitym rozpoustédlem'’.
Typické metody, u nichz se mohou uplatiiovat oba reakéni
mechanismy, jsou pfitom metody zalozené na inaktivaci
DPPH a ABTS radikala'*">".

U obou typi metod, tj. jak u metod zaloZenych na
inaktivaci volnych radikald, tak u metod sledujicich re-
dukéni vlastnosti antioxidantl, pak zalezi na pouzitém
volném radikélu resp. oxidaénim ¢&inidle'’. Rozhodujici
pfitom je predev§im vztah mezi reaktivitou daného volné-
ho radikalu (oxidacniho ¢inidla) a testovaného antioxidan-
tu, ktery definuje moznost prob&hnuti prislusné reakce
z termodynamického hlediska®®. V ptipadé metod zaloZe-
nych na redukci vhodnych oxidaénich ¢inidel jsou mirou
této reaktivity prisluiné redoxni potencialy'>. U metod
sledujicich schopnost inaktivace volnych radikalt je pak
mirou reaktivity disociaéni entalpie (energie) vazeb'>~,
ktera je vSak casto také nahrazovana redoxnimi potencia-
ly'"'5% Vliv viak maji i dalsi faktory, a to napf. vzdjemna
sterickd dostupnost reaktivnich skupin oxidac¢niho ¢inidla
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(volného radikalu) a antioxidantu, ¢i naboje nesené jednot-
livymi reaktanty, které mohou zpisobit vzajemné pfitaho-
véni nebo odpuzovani reaktantii’®.

Vysledky mohou byt pfi stanoveni antioxida¢ni akti-
vity ovlivnény také tim, zda se jedna o kompetitivni nebo
nekompetitivni zptisob sledovani puisobeni antioxidantt.
Zatimco u nekompetitivnich metod je sledovana ptimo
reakce mezi antioxidantem a oxida¢nim ¢inidlem (volnym
radikdlem apod.), u kompetitivnich metod se reakce
(sekvence reakci) ucastni také cilova sloucenina, ktera je
do reakéni smési piidavana jako reprezentant biomolekul,
které jsou in vivo atakovany oxidanty, a/nebo pro umozné-
ni snadnéjSiho sledovani reakce mezi antioxidantem
a oxidovadlem. V pfipad¢ kompetitivnich metod soutézi
cilova sloucenina a antioxidant o oxidant (a reakce je ob-
vykle sledovana jako ubytek cilové slouceniny nebo vznik
jejiho oxidac¢niho produktu). Antioxidaéni aktivita testova-
né latky je tak ovlivnéna (na rozdil od nekompetitivnich
metod) nejen rychlosti jeji reakce s oxidovadlem, ale také
rychlosti reakce mezi oxidovadlem a cilovou slouceni-
nou’’.

O antioxidacni aktivité vSak rozhoduje nejen to, zda
se jedna o metodu kompetitivni nebo nekompetitivni, ale
(v pripadé kompetitivniho stanoveni) také pouzitd cilova
slou¢enina®® a jeji koncentrace®™’, kterd ovliviiuje napf.
reakce radikalu tvoficich se z antioxidantl s cilovou slou-
¢eninou (maskujici antioxidacni aktivitu testovanych la-
tek’’). Zdaraznit je také nutné skutednost, Ze ackoliv se
kompetitivni pfistup snazi modelovat situaci in vivo (viz
diive), koncentrace cilové slouceniny je obvykle nizsi nez
koncentrace testovanych antioxidantl, coz neodpovida
realné situaci v organismu, kdy je koncentrace antioxidan-
th vyrazné nizs§i nez koncentrace oxidovatelného substratu
(lipidd, proteind atd.)'*¢.

DalSimi vyznamnymi faktory ovliviiujicimi vysledek
u in vitro metod pro stanoveni antioxidacni aktivity jsou
pak doba, po kterou je reakce sledovana (pokud je inakti-
vace volnych radikalti nebo redukéni schopnost uréovana
vzdy po stejné dobé a nejsou detailné hodnoceny kinetické
parametry), nebot’ riizné antioxidanty mohou s pouZzitym
radikdlem (oxida¢nim cinidlem) reagovat rdznou rych-
losti'®"3, zpiisob vyjadieni vysledki a sloudenina pouzita
pro kalibraci, zejména pokud maji byt porovnavany anti-
oxidacni aktivity za riznych podminek. Pfitom napf. hodno-
ta ICso (ECso; vyjadiena napt. v ug ml™"), velmi ¢asto pouzi-
vana pro hodnoceni schopnosti inaktivovat volné radikaly,
zavisi na pouzité vstupni koncentraci oxidantu (volného
radikalu)’®. Podobng je rozdil ve vysledcich v ptipadg, e
jsou hodnoceny stechiometrické vlastnosti antioxidanta (tj.
pocet volnych radikall, které miize inaktivovat jedna mole-
kula antioxidantu) ve srovnani s jejich kinetickymi vlast-
nostmi (tj. rychlosti inaktivace volnych radikala™). Trolox
pak mize byt pouzit jako srovnavaci standard jak ve vod-
ném, tak lipofilnim prostiedi, naproti tomu mocova kyseli-
na neni vhodnym srovnavacim standardem pfi stanoveni
antioxidacni aktivity, a to v dsledku jeji omezené rozpust-
nosti ve vodném prosttedi pii neutralnim pH (cit.*’).
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A v neposledni fadé se u téchto metod mize i pomér-
né¢ vyrazné uplatnit existence rliznych typl interferenci
a nékteré dalsi pribuzné faktory. Z klasickych interferenci
se piitom muize jednat zejména o absorpci zafeni fenolovy-
mi slou¢eninami v UV oblasti nebo barvivy ve viditelné
oblasti spektra'®. U metod, kde se pouzivaji (zejména pro
generovani volnych radikald) enzymy, se mize uplatnit
(vedle schopnosti inaktivovat volné radikaly) také schop-
nost n&kterych antioxidantd inaktivovat tyto enzymy'>!’
a metod, kde se stanoveni iCasti ionty kovil (zejména zele-
za a médi), se mize (vedle schopnosti antioxidantti redu-
kovat tyto ionty) uplatiiovat také jejich chelatacni aktivi-
ta'>. Mozné jsou také dalii ,neplanované“ reakce, jako
napf. reakce mezi antioxidanty a cilovou slouceninou
u kompetitivnich metod", pfi¢emZ velmi zndmé jsou
zejména nespecifické reakce (vazby zpusobujici falesné
nizsi vysledky'®"), ke kterym dochéazelo mezi polyfenoly,
zejména proanthokyanidiny'’, a B-fykoerytrinem, pouziva-
nym ve star$i varianté metody ORAC jako cilova slouce-

nina'>"".

5. Zavér

Vyse uvedené faktory se jak v lidském organismu, tak
v potravinach nebo modelovych systémech neprojevuji
izolovang, ale ve vzajemné soucinnosti. Proto je velmi
obtizné standardizovat metody pro stanoveni antioxidacni
aktivity, a antioxidanty musi byt obecné¢ testovany
v systémech, resp. za podminek, co nejvice odpovidajicich
realnému stavu, at’ jiz se jedna o potraviny nebo organis-
us'>'%*® Presto ma viak svilj nesporny vyznam také
vyzkum vlivu jednotlivych faktori na ucinnost antioxidan-
th. Tomuto studiu vSak nebyla doposud vénovana vzdy
nélezitd pozornost a naSe znalosti v této oblasti nejsou
stale uplné. Tento vyzkum pfitom nemusi byt naro¢ny na
vstupni investice, a je zalozen predev$im na kombinaci
experimentalni prace a dobrych znalosti chemie, bioche-
mie a/nebo fyziologie. Proto zde muize byt velky prostor
pro rozsiteni stavajiciho Ceského, resp. slovenského pii-
spévku (napf. cit.®" %) ke studiu antioxidanti.

Seznam zkratek

ABTS 2,2’-azinodi(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonova
kyselina)

AMVN  2,2’-azinodi(2,4-dimethylvaleronitril)

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

ECs half maximal effective concentration — koncen-
trace schopnd inaktivovat 50 % pfitomnych
volnych radikalt

FRAP ferric reducting antioxidant potential — schop-
nost antioxidantl redukovat Zelezité ionty

 (OFN half maximal inhibitory concentration — viz
ECso

LDL low density lipoproteins — lipoproteiny s nizkou
hustotou
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ORAC

VLDL

oxygen radical absorbance capacity — schop-
nost inaktivovat kyslikové (resp. peroxylové)
radikaly

very low density lipoproteins — lipoproteiny
s velmi nizkou hustotou
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The antioxidant activities depend not only on their
reactivity towards radicals (i.e. on their structure), but also
on external factors. These are: general factors
(temperature, substrate type, pH, or oxygen access), fac-
tors acting in vivo (bioavailability, interactions with other
nutrients or other biological effects of the studied com-
pounds) and the factors acting during in vitro determina-
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