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ABSTRAKT

Cilem bakaltské prace je charakterizace volnych radikdlyznamnych antioxidanich
slowenin a systematikaas. Nej¢tSi pozornost je &novana popisu antioxidaich
slowenin vyskytujicich se das a jejich mechanizmus antioxid#éo pisobeni. V dalSi
casti jsou popsany zastupéas s vyznamnym obsahem antioxXidizh latek a jejich
pros@sné @inky pii konzumaci na lidsky organizmus. V posledidisti jsou uvedeny

metody stanoveni antioxitai aktivity.

Klicova slova: volné radikaly, antioxidanty, polyfenolkarotenoidy, tetrapyrroly,

vitaminy, fykokoloidy, metody stanoveni.

ABSTRACT

The characterisation of free radicals, importanitbardant compounds and systematization
of algae is the aim of this bachelor thesis. Ifascused mainly on the description of
antioxidant compound occured in algae and theimited mechanism. There are listed
representatives of algae containing significant amof antioxidants and there are shown
their beneficial effects on human body in next pzrthe work. In the last part shows

methods of antioxidant activity assesment.

Keywords: free radicals, antioxidants, polyphenalarotenoids, tetrapyrrols, vitamins,

phycocolloids, methods of assesment.
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UvoD

Cilem prace je seznameni @nky antioxid&nich slodenin fas, které p@t mezi még

zname, ale bohaté zdroje antioxidant

Stejre jako rostliny, Ziv@ichové i lidsky organizmus je vystaven oxidanu stresu, kdy
dochéazi k naruSeni rovnovahy mezi vznikem a otist@nim reaktivnich forem kysliku
nebo inhibici antioxidénich latek. Ficinou vzniku tohoto stavu je Zivotni stylovéka,
ktery je ovliiovan endogennimi vlivy (genetikou) a exogennimwvylikoureni, UV
z&eni, RTG z#eni, stres). Bsledkem oxidéniho stresu je poSkozeriiznych druli tk&ni
organizmu. Nejvice jsou napadany molekuly DNA @HKyulipida. PosSkozeni butk muze

vyvolat zadvaZzné nemoci, vznik nador

Latky, které neutralizuji &inek volnych radikéal, jsou nazyvany antioxidanty. Lidskéld

je schopno &které antioxidanty produkovat (enzymy, koenzymyhduji jako katalyzatory
chemickych reakci. DalSi antioxidanty je nutné aisit stravou (vitaminy, karotenoidy),
které chrani bustné membrany. U dkterych antioxidant se projevuje synergicky efekt,
kdy celkova antioxidéni aktivita vSech antioxidait je WtSi nez sotet Einku
jednotlivych latek. Vyziva s vysokym obsahem aniii@xti ve stra¥ sniZuje riziko vzniku
nemoci, rakoviny, procesy starnuti, celkose podili na zlepSeni zdravotniho stavu

éloveka.

V poslednich letech se do pepi dostava zajem o zdroje antioxidech latek.
NejznangjSimi zdroji antioxidant jsou ovoce a zelenina. Mezi n¥érzndmé zdroje
antioxidant pati morské a sladkovodnfasy. Rasy jsou bohatym zdrojem zékladnich
Zivin, mineralnich latek a antioxidaich slogenin. Koncentrace antioxidaich slogenin

v fasach je ovlivéina vrgjSimi faktory jako je lokalita, stupeoz&eni, aj. a vninimi

faktory, mezi nez pé#tdruhtasy, sté a reprodukni faze.

V hnédychtasach jsou obsazeny zejména fenolické latky floroya jejichz koncentrace a
mira jejich antioxidani aktivity byla zkoumana kasach ziznych oblasti, fedevsim
Z oblasti Tichého oceanu Severni Ameriky a Ausirdda zbarveni a antioxidiai aktivitu
zelenychtas jsou zodpadné pigmenty chlorofyly a, b, ¢ a d a jejichiquzné latky,
nazyvané chlorofylony. Wervenychiasach jsou zastoupeny karotenoidy, zejmfna

karoten nebo astaxantin. Antioxidai aktivita fasovych slotenin je spjata s jejich
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strukturou molekuly. Ta je zvySovanaiitpmnosti vysokého obsahu dvojnych

konjugovanych vazeb a hydroxylovych skupin v moleku

Antioxidacni aktivitu lze zndfit mnoha metodami, jejichz podstatou je hodnoceni
schopnosti vychytavat volné radikaly nebo metodstuigci schopnost inhibovat nebo

zpomalovat lipidovou peroxidaci.
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1 VOLNE RADIKALY

Volny radikél je molekula s neparovym elektronen). [folné kyslikové radikaly jsou
sloweniny kysliku nebo dusiku [2]. JdéeglevSim o reaktivni kyslikové radikaly (ROS —
reactive oxygen species) (Tab.1) a dusikové raglikdNS — reactive nitrogen species)
[3].Mezi reaktivni druhy kysliku p#tsuperoxidovy anion (£, hydroxylovy radikal (OH

a peroxid vodiku (bD,), které jsou fyziologickymi metabolity vznikajicinv prabéhu

aerobniho Zivota [4].

Volné radikaly jsouwtastice schopné samostatné existence, které obgatieli nebo vice
neparovych elektran[5]. Jsou proto velmi nestélé, reaktivni a vyhlegjadalSi elektron,
aby vytvaily novy par. Jejich negativnicinek na lidsky organizmus s§ioa ve schopnosti
vazat se na elektronylésnych busk. Na zaklad védeckych studii se odhaduje, Ze kazda
buika lidskéhodla je vystavena az 10 000,, aiaK volnych radikah denré [1].

Volné kyslikové radikaly vznikaji jako vedlejSi phakt latkové vyminy v buikach v
lidském organizmu, kde pliiadu dilezitych fyziologickych funkci [6]. Jejich fyziolagka
tloha speéiva zejména v mikrobicidnich ¢iincich na fagocytované mikroby. Volné

kyslikové radikdly take iniciuji biochemické realaevliviwuji jejich rychlost a sir [7].

Tvori-li se vSak v nadgrném mnoZzstvi nebo nejsou-li dostat& rychle likvidovany,
stavaji se pro organizmus nebeape[6]. ZvySena tvorba kyslikovych radikalastava
n¢kterych patologickych stavech. Jako primartitipa to mize byt intoxikace, uvokni
redukovanych fechodnych kot do krevniho oéhu [8].

Skodlivost volnych radikél objevil v roce 1954 Dr. Denham Harman. Jako piiigel
s teorii, Ze proces starnutitgobuji volné radikaly. Do této dobygvladal nazor, Ze volné

radikaly existuji pouze itéla [1].

Volné kyslikové radikaly vznikaji v organizmdignzymovych i neenzymovych reakcich.
K enzymovym reakcim jsou gazeny oxidoredudni pochody v mitochondriich, redoxni
reakce hemoglobinu, xantinu a dalSi. Nejz§8m enzym katalyzujici tvorbu
superoxidoveho iontu, ktery jefipinou poSkozeni myokardu, mozku, ale také ledvin a
dalSich orgam, je xantinoxiddza. DalSimi enzymy schopnymi praziuet volné kyslikové

radikaly jsou cyklooxygenazy a lipoxygenazy [7].
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Neenzymovou cestou vznikaji volné kyslikové radikdkzejména fpsobenim
elektromagnetického #éni z prosedi. Rijatd energie zZ&ni je gicinou rozs¢peni
kovalentnich vazeb v molekule vody ve tkani za kanydrogenperoxidového radikalu

nebo hydroxylového radikalu nebo také havariemndbkého pamyslu [5].

Volné radikaly mohou ®it vSechny druhy tkani ke. Negasgji jsou napadanyétesné
tuky, které jsou k oxidaci zvladhachylné. ¥dci pouzivaji pojem ,,lipidova peroxidace"“.
Lipidova peroxidace vyvolavéettzovou reakci, ktera postihuje veSkery tukovy materi
[1]. Jedna se o oxidai posSkozeni bufEnych lipidi za sodasné tvorby peroxidlipida. Je
diusledkem a vyznamnym mechanizmem akutniho a chréhackgsobeni vlivem

xenobiotik z pracovniho a Zivotniho prigsti (benzenu a halogenovych dernivattd.) [9].

Volné radikaly se podili na rozvoji aterosklerépogkozeni buitné sény ukladanim
tuka) a tim zvysuji riziko tvorby krevnich srazeninyehleni procesu degradace a starnuti
télnich tkani [2]. NaruSuji firozenou obranyschopnost [6]. Prapddobré se podili na
kornatni cév, mohou zjpsobovat cukrovku, revmatické artritidy, ale i Alanerovu
nemoc (pedtasna degradace mozkov#y a Parkinsonovu nemoc (klidovies a porucha

svalového nafii v disledku poskozeni mozkovych center) [2].

Reaktivni formy kysliku jsou takeériginou snizeni kvality potravin. tBobeni volnych

radikal na potraviny vede ke Zluknuti potravin a jejickitité [4].

Tabulka 1: Symboly a potasy rozpadu volnych radika[4]

Druh Symbol Poldas rozpaduip 37 °C
Superoxid Q" 1x10°
Hydroxylovy radikal OH 1x10°
Alkoxylovy radikal RO 1x10°
Peroxylovy radikal ROO 1x10°
Singletovy kyslik Q 1x10°
Molekularni kyslik Q >10°
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2 ANTIOXIDANTY

Latky neutralizujici ginek volnych radikal se nazyvaji antioxidanty, které svémnosti

prispivaji k ochra& imunitniho systému [2].

Jednd se o latky, které brani oxidamu procesu nebo ho zpomaluji. Antioxidanty v

podstat ochraiuji sloweniny ged devastim &inkem kysliku [1].

Aby mohli byt povaZzovany Ziviny za antioxidanty, siupotl&ovat destrukni ¢innost
volnych radikah tim, Ze poskytuji chyjici elektron. Musi byt schopny neutralizovat velké

mnozstvi volnych radikél| ¢cimz chrani mnohcstesnych busk [1].

Oxidoredukni stav buiky definuje intenzita oxidmi zatze, kapacita antioxidaich
systénii a dostupnost reddkich ekvivaleni. Oxidani rovnovaha je povaZzovana za

parametr homeostazy [8].

Oxidani stres pedstavuje poruSeni rovnovahy mezi vznikem a otistt@nim reaktivnich
forem kysliku. Je vyvolan zvySenou tvorbou kyslikav radikal nebo snizenim kapacity
antioxid&ni ochrany. Se zvysujicim se&kem tvorba reaktivnich forem kysliku stoupa,
zatimco kapacita antioxidaich systém klesa [8]. Proto je velmi idezité podavani
antioxidanti jedindim s oslabenym imunitnim systémem, starSim nebo raezda
jednostranaé se stravujicim lidem, protoze jejich organizmusdukuje €chto latek meéé
[6].

Podle fivodu jsou antioxidanty éleny na pirodni a syntetické. Zifrodnich antioxidarit
jsou jako aditiva povoleny pouze tokoferoly, aleyise dnes ziskavajirgvazi umele.
Cetné dalsi firodni antioxidanty jsou iftomné viads olejo a tuki [10]. Firodni i
syntetické antioxidanty prodluZuji trvanlivost patin, které chranifed oxidaci, redukuji
vzniklé hydroperoxidy, vazi do komplhexatalyticky pisobici kovy a eliminuji fitomny
kyslik [11].

Podle chemické struktufgou rozeznavany antioxidanty fenolového, endiélava jiného

typu. Mezi fenolové antioxidanty z povolenych lateideZi tokoferoly a gallaty, ale takeé
fada dalSich slaenin gitomnych v potravinach, keni a jinych pirodnich materialech.

Endioly z povolenych latek zahrnuji kyselinu askoru, dale jeji soli a jiné derivaty [10].
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2.1 U¢&inek antioxidanti

Ucinek antioxidani Ize shrnout do #kolika bodi. Antioxidanty gevazi interferuji s

procesem oxidace lipida jinych oxylabilnich slotenin tak, Ze:

1. priméarni antioxidanty reaguji s volnymi radikalybeesekundarni antioxidanty

redukuji vzniklé hydroperoxidy,

2. vazi do komple# katalyticky pisobici kovy,
3. eliminuji piitomny kyslik [10].

2.2 Vyskyt antioxidantu

Lidské €lo je schopno &které antioxidanty produkovat (endogenni), dal$ioaidanty je

nutné dodavat stravou (exogenni) [1].

Endogennimi antioxidanty jsou obvykle enzymy, kognyg a slodeniny s obsahem siry.
Jsou produkované&lem a plni specifické Ukoly. Enzymy nebo koenzymmduji jako
katalyzatory chemickych reakci &d. NejvyznamgjSim endogennim antioxidantem je
glutation, slodenina s nizkym obsahem siry. DalSiniieitymi endogennimi antioxidanty
jsou rekteré enzymy, jako na@psuperoxiddismutazy, které neutralizuji superaigbn na

peroxid vodiku a také katalaza, ktera rozkladaxdreodiku na vodu.

Exogenni neboli potravinové antioxidanty zahrnujitaminy, zejména C a E,
bioflavonoidy, karotenoidy a&kolik slouenin obsahujicich siru. Tyto antioxidanty maji

v ochranném {sobeni SirSi z&. Vitamin E chrani bustné membrany a lipoproteiny,

Mrivriw s

V posledni dob se dostavaji do pégdi latky girodniho givodu [10].

2.3 Netradi¢ni zdroje antioxidanta

Antioxidanty jsou pitomny v potravinach jakoiavana aditiva. Mezi firodni zdroje
latek s antioxid&nim Einkem je z#&azovana zelenina a ovoce. V poslednich letech se
dostavaji do pafdi takéfasy [12].Rasy jsou povazovany za bohaty zdroj antioxiiant
Mezi antioxid&ni sloweniny jsou zEazovany pigmenty (fukoxantin, astaxantin,
karotenoidy) golyfenoly (fenolové kyseliny, flavonoidyfisloviny). Tyto slodeniny jsou

znan¢ rozsfeny v rostlindch nebtasach, kde vykazuji vySSi antioxédé aktivitu [4].
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3 CHARAKTERISTIKA RAS

Rasy jsou organickéhaipodu [13]. Byly prvnimi organizmy na Zemi, kterélypgchopny
fotosyntézy. Jejich schopnost vytetikyslik je velka a vice nez 50 % kysliku v atnéesf
produkujitasy [14].

Rasy jsou bohatym zdrojem zékladnich Zivin, velrdeditym zdrojem mineralnich latek,

vitamina, polynenasycenych mastnych kyseliregevsim kyseliny linoloveé [12].

Rasy jsou pedevsim bohatym zdrojem antioxid&ndedny z nejfinngjich antioxidanich
latek jsou fenolické slaieniny, které jsou obsazenyegplevSim v hédychiasach [15]. Pro

jejich antioxid&ni aktivitu jsou pouzivany pro vyrobtanych I€ivych piipravki [4].

Jsou ocgovany tisice let v mnoha kulturach, protoZze magjereréni schopnosti. Byly
prokazany mnohé zdravi pr@s§mé winky fas, jako nap pii lécbé hypoglykémie,
chronického Unavového syndromu, depresi, diabatéme, hepatitidy a Zaludeich
viedi [13].

Moftskérasy byly vyuzivany uz od Staréku v Asii [15]. UZ v roce 2004 celkova globalni
produkcerascéinila vice nez 15 miliéé tun, z Indického oceanuiplizn¢é 15 — 20 %, coz je
asi 100 000 tun. Obyvatelé asijskych zemédevsim Japonska, jsou hlavnimi konzumenty
fas, tato spoebacini 1,4 kg natlovéka razné. Jejich pouzivani jako potravy se rdose i

do evropskych zemi [16].

Konzumace miskych i sladkovodnickas ma spoustu vyhod:

Poskytuji velké mnoZstvi stopovych ptvlbilkovin, vitamimi a mineralnich la-

tek (zejména vapniku).

* Vzhledem k vysokému obsahu jodiasy podporujicinnost tvorby hormoin

Stitné zlazy, které nasleglaorychluji spalovani sachafid tukh.
* Maji vysokou stravitelnost.

* P pravidelné konzumaci se podili g&teni a detoxikaci krve a pé@teni

strev. Zlep3Suji kvalitu pokoZzky, vidsa neht [61].
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4 SYSTEMATIKA RAS

Rasy pati do ti vyvojovych \tvi, které se z obecného hlediska rozliduji poéjich

zbarveni natervenou, hdou a zelenou [17].

4.1 Ruduchy (Rhodophyta)

Ruduchy jsou zastup¢ervené vyvojove &tve fas. Tytorasy obsahuji ve v@drozpustna
fotosyntetick& barviva, zvana fykobiliny. Jdecerveny fykoerytrin a modry fykokyanin.
Dale obsahuji chlorofyl a a fl,— karoten a xantofyly. Dle pairu tchto barev mohou mit

barvu od jas&¢ervené az po modrozelenou [17].

V cervenychiasach je mozné nalézt n&®i mnozstvi sekundarnich metabiglibbsahuji
vice nez 1 240 izolovanych skmnin, mezi které p#t jak fenolické (estery sulfatu
kyseliny fenolové), tak karotenové staminy (sulfatové flavonoidy), s vyjimkou

florotanini. VétSina metabolit jsou halogenované povahy [18].

Mnoho sekundarnich metabdlipIni také funkci obrannou, antimikrobialni [18].

4.2 Hnédérasy (Chromophyta)

ey

Hnédé rasy jsou vyldné marské organizmy Zzijici fgdevSim v mirnych vodach [18].
Z hredych fas bylo izolovano vice nez 980 stemin. Z vyznamnych antioxidaich
slowenin tvaenych v plastidech jsou chlorofyly a a ctené formy karotenoitl mezi
o riznorodou skupinu latek, ktera vytv&omplexy polymek odvozené od aromatickeho

prekurzoru floroglucinolu [18]. Jejich barevnosig hrédé po Zlutozelenou [17].

4.3 Zelenérasy (Chlorophyta)

Zelenérasy pati mezi nejroz&ergjSi skupinuias, vyskytujicich se v mirnych, studenych,
ale i tropickych vodach [17, 18]. Dodnes bylo iadlao 229 slogenin, z nichz ¥tSina
byly terpeny. Obsahuji barviva chlorofyl a, b pa— karoten, xantofyly. Zasobnim
polysacharidem je Skrob [17].
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5 ANTIOXIDA CNi SLOUCENINY

Antioxidaéni aktivita slodenin fas je pevaZr® uréena jejich strukturouRasy tyto
sloweniny produkuji z dvodu ochrany proti konkurénimu prostedi. Od roku 1975 bylo
ztas izolovano a deno vice nez 15 000 slé&nin, z nichz mnohé vykazuji antioxiaa
aktivitu [19].

5.1 POLYFENOLY

st s

flavonoidi. Doposud bylo zjigho asi 5 000 polyfend] véetné 2 000 flavonoid [20].
Jejich antioxidani aktivita je zavisla na mnoha faktorech, meZ pati zejména:

1. prostorova aasova promnlivost dané lokality, jez je tena fiznymi parametry
Zivotniho prostedi (obsahem Zivin, stupeoz&eni, ovliiovani jinymi vodnimi

rostlinami),
2. reaktivita polyfenal je ovlivréna také chemickym prasidim [55].

Stupei jejich antioxid&ni aktivity je dan na zakla&dpiitomnosti ¥tSiho p@tu fenolovych
skupin [22].

Maji vysoky redoxni potencial, ktery jim umage pisobit jako reduéni ¢inidla, vodikové
donory nebo chelatory kév[20]. Jsou tinné @ odbouravani superoxidového anion-

radikalu [23]. Tyto fenolové latky slouzi kgkonavani oxidaiho stresu [22].

Polyfenoly byly nalezenyipdevsim v hédych mdskychiasach.

5.1.1 Fenolické kyseliny

Charakteristika:

Fenolické kyselinyze strukturg rozctlit na hydroxyderivaty benzoové kyseliny a derivaty

kyseliny hydroxyskgicové [24].

Fenoly jsou v miskych fasach zastoupeny jedinou strukturaiiddu ozn&ovanou jako
florotaniny, které jsou tvieny polymerizaci_floroglucinolyl, 3, 5 trihydroxybenzen)

(Obr. 1), jez je syntetizovan z octanu malonatfi].[2
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LH

HC OH

Obr. 1 Floroglucinol

Na zaklad typu vazeb, které jsou vysledkem polymerace aadtughydroxylovych skupin
se fenolické latky &i na 6 skupin: fukoly, floretoly, fukofloretolyuhaloly, izofuhaloly a

ekoly.

Jsou schopny také vytk&t komplexy s makromolekulami za vzniku hydrofolnic

interakci, vodikovych vazeb a iontovych vazeb.

Hydrofébni vazby se vyskytuji mezi aromatickou céimi oblasti nebo postrannim
alifatickym nebo aromatickymetzcem fenolické slateniny a proteinem. U tohoto typu

florotanini nezavisi na pH pragdi.

Vodikové vazby vznikaji mezi hydroxyskupinami femal volnou aminoskupinou proteinu
nebo karboxylovou skupinou jiného polymeru. Vznikapuze v kyselém nebo neutralnim
pH. i vysSim pH nad 8,5 nastava autooxidaWgznam makromolekul s iontovymi

vazbami dosud neni znam [21].

Antioxida¢ni aktivita a dinky:

Antioxidacni  aktivita florotanii je dana schopnosti elektronové delokalizace
aromatickych slotenin fenolové struktury. Brani oxidaciznymi mechanizmy. Tyto
sloweniny @i reakci s volnymi radikaly delokalizaci elektforzabraiuji pokratovani
radikalovérettzoveé reakce a pomoci rezodaiho efektu aromatického jadra dochazi ke

stabilizaci celé molekuly antioxidaich slogenin [25].

Vyskyt:

Florotaniny byly nalezeny té&hve vSech hé&dychiasach jako obranny systém proti poZzeru
moiskych Zivaicha [21]. Koncentrace florotanin v hnedych rasach se #mi podle
vyskytu. V menSim rfitku je koncentrace ovlivima faktory Zivotniho prostdi, jako je

slanost, dostupnost Zivinfippmnost maéskych Ziv@icha a sezos. Steinberg zkoumal vliv

sezOny na tempo jejichastu. Zjistil, Ze pi rastu fas na jée se hodnoty florotanin
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zvySovaly, na podzim istaly konstantni. Koncentrace florotahise mohou také list

v disledku velikosti a typu hbiky fas [21].

Bylo provedeno mnoho studii na z§ist koncentrace fenolickych latek vddych rasach.
Byla zji&ovana koncentrace florotaiiinv hnédych rasach a zkouman rozdil jejich
koncentraci v zavislosti na lokalit- bu’ z mirnych a tropickych oblasti Tichého oceanu v
oblasti Australie a pdkznich vod Tichého oceanu Severni Ameriky. Dalg bigbumany
hodnoty koncentraci florotaninu ftas z Tichého oceanu u gelii Guamu v Australii a z

oblasti Tichého oceanu kolem gebi stah Washingtonu a Kalifornie [21].

Vysledky studii zabyvajicich se obsahem a koncenfemolickych latek v hédychiasach

Ize shrnout takto:

1. v hrédych fasach z mirnych oblasti byly zg#y jak vysoké tak nizké

koncentrace fenolickych latek,

2. obsahy a koncentrace fenolickych slenin v hrgdychiasach z mirnych oblasti
Tichého oceanu Australie jsou vipréru mnohem vySSi nez v jinych mirnych
oblastech na si¢,

3. hrédérasy z tropickych vod Tichého oceanu a Indo-Pacifiglkazuji nizkou

hodnotu fenolickych latek,

4. hneédé rasy z oblasti zapadniho Karibiku také vykazovalky $avysokou tak i

nizkou koncentraci fenolickych latek. [21]

Koncentrace florotaninv hnédych fasach byla stanovena na Urovni, kteraieegsovala
2 % jejich suché hmotnosti ve vSech oblastech rafrrgy tropickych oblasti Karibského

moie a v mirnych vodach Tichého oceénu.

V hnédych faséach, které pochéazely z tropickych vod Indickéhdichého oceanu, byly

zjisteny koncentrace florotanin které gevySovaly 2 % jejich suché hmotnosti [21].

5.1.2 Flavonoidy

Charakteristika:

Flavonoidy jsou velmi rozséahlou aiznorodou skupinou rostlinnych feriol Jsou
vyznamnou sotasti antioxidaniho systému, zahiaji peroxidaci lipidi, likviduji volné

kyslikové radikaly, inaktivuji kovové iontyiedevSim Zelezo a&d [26].
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L

Obr. 2 Flavan

Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické &bminy (2H-chromenu substituovaného
v poloze C-2 fenylovou skupinou) nazyvaného flay@br. 2), ktery je tvien dv¥ma
benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyraneae o usp@dani G — G — G
[27]. Tyto i kruhy byvaji substituovany hydroxyskupinami, matskupinami a jednotliveé

derivaty se liSi pouze stugm substituce a oxidace [26].
Podle stup#é oxidace C3etézce se rozeznavaji zakladni struktury flavoihoid

katechiny (flavan-3ol)
leukoanthokyanidin (3, 4-flavandioly)
flavanony

flavanonoly

flavony

o O O o o o

flavonoly
0 antokyanidiny[28]
Mohou se nachazet v podobimef, trimer a polymed [20].

Antioxidacni aktivita:

Z flavonoidnich latek vykazuji nejvySSi antioxétid aktivitu slodgeniny s dé¢ma
hydroxyskupinami v polohach C-3" a C-4", karbongloskupinou v poloze C-4 a volnou
hydroxyskupinou v poloze C-3 nebo &iva hydroxyly v polohach C-3 a C-5. Tyto
sloweniny tvdi sionty gechodnych prvik komplexy, které podporuji antioxitiai
aktivitu [10].

Vyskyt:
V fasach jsou nejvice zastoupeny flavonoly. Hlavninfaur @irodnich flavonal jsou O-

glykozidy, které maji ve své molekule necukernoucést (aglykon) a cukernou slozku
[28].
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Obr. 3 Kvercetin

Mezi nejvyznampjSi flavonoly pati kvercetin (Obr. 3). Kvercetin-3L-
rhamnopyranozid jetdezité Zluté barvivo. V potravigtvi jsou tato barviva pouzivana se
substitucemi hydroxyskupin wiznych polohach benzenovych jader [10]. Kvercetin je
jednou z nejsil§Sich protirakovinnych latek. Bylo prokazano, Zzebaauje poskozeni
bunécné DNA, pisobi protizagtlive, antibakterialg, proti houbovym infekcim a vim.
Kvercetin gisobi proti tromb6ze a pomaha branit vzniku krevisiczenin. Je tak&imny

pii zhaSenivolnych kyslikovych radikdl a zabrauje tuku v oxidaci, neboli peroxidaci
lipida, ¢imz pomaha udrZzovat cévyisté a piichodné [26]. Mechanizmus jeho

antioxida&niho pisobeni je podobny mechanizmu karoteddp].

Rutin je slowenina odvozena od kvercetinu. Jedna se o kver8ethnutinozid. Rutin a
n¢které dalSi glykozidy flavonoid vykazuji antioxid&ni vlastnosti, které maji vliv na
pruznost a permeabilitu krevnich kapilar. ZvySujadinu askorbové kyseliny wiznych
Zivocisnych organech. Spolu s kyselinou askorbovésopi synergicky a znasobuji tak
ochranu ped oxidaci kyslikema ped reakcemi s kovyRutin je pouzivan ve

farmaceutickych preparatech a v potravshstich dophcich [10].

5.2 KAROTENOIDY

Charakteristika:

Karotenoidy jsou firodni barviva rostlinného twodu [16]. Doposud bylo zji§ho
priblizné 500 — 600 druin karotenoid, které byly izolovany fedevsim z rostlin gas [20]
Jejich produkce se odhaduje na £.10n rang [27]. Jsou zodposdné gredevsim za
oranzové &ervené barvy rostlin tas, ale také modré a fialové zbarveni [30]. Karoigin
jsou syntetizovany z pigmenfotosyntézy. Jedna se o relatvmydrofébni molekuly, které
jsou typicky spojené s tylakoidnimi membranami [3Pyvnim krokem { biosyntéze

karotenoidi je kondenzace dvou molekul geranylgeranyl pyrafieshanu (GGPP) za
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katalyzy enzymufytoensyntazy a tvorby fytoenu. Fytoen je pomociSidh enzyni
pieveden na lykopen, ktery tiiczakladni strukturu dalSich karoteniidkteré mohou byt

piengnovany dle pitomnych enzyr [19].

Antioxida¢ni aktivita:

Antioxidatni aktivita karotenoill je spjata se strukturou molekuly. Obsahuji rozsanhl
konjugované dvojné vazby. Molekuly s vy$Sim obsalkemugovanych vazeb maji vyssi
antioxida&ni aktivitu [20]. WetSina karotenoidnich sldanin setfadi mezi tetraterpeny,
skladajici se z osmi izoprenovych dvojnych vazelyskytujici se v gkolika strukturach a

jejich kombinacich [27].

Ve fotosyntetizujicich organizmech jséasto nekovalentnvazany na chlorofyl za tvorby
vazebnych protein Proto mohou slouzit jakorfpemci s\wtelné energie, kterourgnaseji
do chlorofylu, kde sételnéd energie je rozptylena a tim je zachovan&ksitralni integrita
pigment-proteinovych kompléx [31]. Jejich antioxidéni aktivita spdiva ve zhaseni
peroxylovych radikdl a singletového kysliku [20]. Zpomaluji nebo snizupzsah
oxidatniho poskozeni. [16]. Pro svoje antioxida vlastnosti se karotenoidy upiafi
v prevenci degenerativnich prodes jako antikarcinogenni latky [273niZuji tedy riziko
vzniku rakoviny. Tento &inek je dan tim, Ze karotenoidy jsou prawddobré schopny
aktivovat enzymy druhé faze fotosyntézy a detox#étoechemické latky zpsobujici
rakovinu. Pomahaji reakcim naznych mistech, aniz by se stali jejich &asti. Jejich
acinek spa@iva ve Stpeni aktivnich karcinogénv téle drive, nez mohou poskodit DNA
burgk. Vzniklé S€pné produkty jsou rozlozeny na neSkodné netoxickéykty, které jsou
pouZity v jinych procesech nebo eliminovagiem. Mnozstvi detoxikénich enzyni Ize
zvySit konzumaci zelifas, antioxidanich vitamiri, které obsahuji chemické latky, jez

napomahaji jejich tvor[29].

Mechanizmus antioxidaiho pisobeni karotenoid se liSi od mechanizmuutpobeni

vitaminu E nebo fenolovych antioxidant

Hydroperoxylovy radikal R-O-Oe vznikajicitip autooxidaci lipid neni redukovan na
hydroperoxid, ale je zachycen konjugovanym polygnovsystémem a vznikaji tak

relativreé stabilni radikaly3-karotenu:

R-O-Oe + p-karoten — R-O-O-g-karotene



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 23

B-karoten je schopen také zhaset singletovy kysik)( Uginny je zejména v kombinaci
s tokoferoly, které jej chranit@d oxidaci. B reakci vznika kyslik v tripletovém stavu

(%0,), ap-karoten v excitovaném stavip{karoten*) [10].
'0, + p-karoten — 30, + S°p-karoten*
Karotenoidy se &i na dw hlavni skupiny:
1. Karoteny — chemickym sloZzenim uhlovodiky
2. Xantofyly — kyslikaté sloteniny (alkoholy, ketony, aj.) odvozené od kar@tgiv].
5.2.1 Karoteny
Jejich zakladni strukturou je acyklicky polynenasyg uhlovodik lykopen.

DalSi karoteny vznikaji enzymeékatalyzovanou cyklizaci z acyklickygprkaroteri, které
tvoii o neboB-jononoveé struktury. Uas je nejvice zastoupena strukturgjenonovym

cyklem ve forn¢ pB-karotenu [10].

p-karoten
Charakteristika
CH
ch CH3 CH, CHy
T N . ™y e S S
HaC CH,
CH, CH,
CH,

Obr. 4B-karoten

B-karoten (Obr. 4) je nejznaysi terpenoidni karotenové barvivo skladajici se4de
molekul atond uhliku s nenasycenym Sesti uhlikovym kruhem nalé&avkonciretézce. V
piitomnosti dlouhychrad konjugovanych vazeb je molekula schopna absatbaditelné
swtlo. B-karoten Zas je smis rekolika moznych stereoizomieerv molekule, které se
podobaji latkdm v tkanich vysSich rostlin. Obvyktans-izomer tvii polovinu jejich
celkového obsahu a zbytek existuje ve foé@rcis izomeru nebo jako jiny izomer. VSechny
trans izomery jsou aktivnimi formami vitaminu A. IBavyznamné funkcetugnych

izomefl jsou Spata zjistitelné, protoZe jsou nestabilni v roztoku][32
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Vyskyt:

B-karoten byl nalezen ve vSetasach, neptSi mnozstvi vSak bylo zji&ho v zelen&ase
rodu Dunaliella salina Tento druh je schoperist ve vysoce slané védTatofasa nize
obsahovat p-karoten, ktery tvii az 14 % suché hmotnostisy. Pro vysoké mnoZstf

karotenu s®unaliella salinapouziva pro jeho vyrobu [32].

5.2.2 Xantofyly
Xantofyly jsou oxygenované karotenoidy, které jzodpovdné za fotosyntézias [32].
Primérre vznikaji jako produkty biochemické oxidace (hydylace) karotet.

Xantofyly jsou derivaty karotenoid obsahujici jeden nebo vice kyslikovych atiom
v podolg hydroxy-, metoxy-, oxo-, epoxy-, karboxy-, aldelty@ nebo glykozidické
funkéni skupiny. [31]

V taséach se vyskytuji dihydroxysubstituované pigmeatyp zeaxantin a lutein. Oxidaci
téchto slodenin vznikaji 5, 6 epoxidy, jako je anteraxantirxidaci na obou koncich

molekuly vznikaji 5, 6, 5", 6" diepoxidy jako jeol@xantin nebo neoxantin a fukoxantin.
Jedna se o vzaénse vyskytujici sloteniny fas nazyvanych alleny, coz jsou dieny

s kumulovanymi dvojnymi vazbami [27].

V tasach jsouifitomny také pigmenty lykopen a astaxantin, kteo j&inngjSi pigmenty

pii zhdSeni singletového kysliku n@zkaroten, zeaxantin a lutein, jeZz vykazuji pouze
polovi¢ni antioxid&ni aktivitu [27].

Aerobni fotosyntetizujici organizmy vyvinuiadu strategii k vyloteni nebo minimalizaci
Skod spojenych stvorbou reaktivnich forem kyslikdejdalezitéjSi fotoprotektivni
mechanizmy se odehravaji v tylakoidni membréwstlin afas [33]. Xantofylovy cyklus
piedstavuje satast ochrany fotosyntetického aparatu (Obr. B@dpfotooxidativnim

poskozenim zjsobenym naditnou oz&enosti [28]. Existujiit rizné xantofylove cykly:
1. Violaxantin cyklus (VX — cyklus), ktery probiha w&ech rostlinach a zelenych
fasach
2. Diadinoxantin cyklus (DDX — cyklus), ktery je tyig pouze pro &kterérasy

3. Lutein — epoxidovy cyklus (LX — cyklus), ktery bylalezen pouze uékterych
druhi rostlin [33].
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Ve vSech iftiech cyklech je vysoké stto indukovanode-epoxidaciprislusnych xantofyl

(violaxantinu, diadinoxantinu a lutein-epoxidu) [33

s

Nejdilezit¢jSi reakci, kterd probiha tas jsou reakcd/X — cyklu. Tento xantofylovy
cyklus byl jako prvni popsan v literaa[33], v niZz byly stanoveny biochemické vlastnosti
VX — cyklu. Podstatou VX-cyklu je reverzibilniigvedeni violaxantin (VX) na zeaxantin
(2x) pres meziprodukt anteraxantin (Ax).¢lBem €chto reakci jsou odstrany dw
epoxidové skupiny. Reakce probiha za katalyzy enzyrmlaxantin de-epoxidaza (VDE)

v tylakoidnim lumen [33].

Violaxantin de-epoxidazge kdédovany jaderny DNA protein, ktery je syntetian

v cytoplazng [34]. Jeho vznik je regulovan hodnotou pH. Temayen je aktivovan f pH

0 niz8i hodnat nez 6,2 a zafftomnosti kofaktoru kyseliny askorbové [33]. Jelmnost je
optimalni @i pH 5,2. [35]. Po okyseleni tylakoidniho lumen Hézi k transportu
elektroni, ¢imz se pemeni na hydrofébnicastici, ktera je vazana na membrany, které

chrani ped poSkozenim [34].

Plastocyanin Plastoquinone

Cytochrome b6f &= -7 ATP Synthase
NADP reductase
Photosystem |

Ferredoxin Photosystem Il Oxygen-evolving complex

Obr. 5 Stavba chloroplastas

Pii nizkém os¥tleni dochazi ke zjné reakci =epoxidaci které se &astni xantofyly

(zeaxantin, diatoxantin a violaxantin) [33].

Pfi epoxidaci dochazi k Ztné konverzi zeaxantinuigs astaxantin na violaxantin [33].
Epoxidace zeaxantinu na violaxantin jéleZita pro obnovu vysokéciinnosti vyuziti
absorbované radiace ve fotochemickych reakcichza fotosyntézy [28]. Tentdgrhod je

katalyzovan enzymem, ktery je undistna opané stras tylakoidni membrany. Jedna se o
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Zeaxantin epoxidaz(ZE), ktera je satasti vnitniho prostoru chloroplast ozn&ovanou
jako stroma (Obr. 5) [33].

Zeaxantin epoxidaza i violaxantin de-epoxidpadti mezi tzv.lipokaliny . Jedna se o malé

sekré&ni proteiny, které jsou charakteristické svou sciogpi vazat malé hydrofobni
molekuly a které se vazi na specifické receptory¢tného povrchu a vytvéji i
makromolekularni komplexy [36ejich struktura je velmi slozita, skladaji s@-lsta,
které jsou skladany do tercialnich struktur bilkovirato struktura je spojena s jejich

funkci. Jsou schopny vazat gepaset malé hydrofébni molekuly [33].

Zeaxantin

OH

Obr. 6 Zeaxantin

Zeaxantin (Obr. 6) zastavaildzité funkce p riznych fotoprotektivnich mechanizmech
v chloroplastech, fispiva k rozptyleni febyte&né exciténi energie ve fotochemickych
reakcich 2. faze fotosyntézy a takéspbi jako antioxidant v lipidové tylakoidni membgan
[33].

Lutein

HO

Obr. 7 Lutein

Lutein (Obr. 7) se v zelenycliasach hromadi ip stresu a za rychlé akumulace

triacylglycerolu [32].
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Astaxantin

HO H

Obr. 8 Astaxantin

Astaxantin (Obr. 8) je tma&w«ervené barvivo [30]. Vyskytuje se jakdinpzené barvivo u
moiskych Ziva&icha, jako jsou lososi, pstruzi a krevety, u kterychiglnkci vitaminu pro
rast [37].

Astaxantin je silnym antioxidantem, ktery poskytujechranu proti peroxidaci
membranovych lipid, proteini. Nedavné studie prokazaly zvySenou imunitni reakci a
snizeni poskozeni DNA v lidskych subjektech po péddastaxantinu. Astaxantin je
schopen krevninkecistém rozsfit antioxidani aktivitu do centralniho nervového systému,
ktery je bohaty na nenasycené mastné kyselinyé ktayu citlivé na oxidai poSkozeni
ROS [30]. Astaxantin rowz zmimuje zartlivé procesy a napomaha prevenci tvorby

nadoi, priznivé ovliviiuje hladkost kZe a zpomaluje starnuti [37].

Jeho silna antioxidai aktivita je dana fitomnosti hydroxyl- a keto- fugtkich skupin

v jononovem kruhu. Astaxantin existuje ¥eah hlavnich formach (enantiomerech), které
jsou oznaovany jako 3S-3, 3R-3S a 3R-39v zavislosti na prostorové orientaci
hydroxylové skupiny (OH na chirdlnim uhlikislo 3). Chiralita molekuly je rozhodujici

faktor pro jeho biologickou aktivitu [30].

Astaxantin je jedna z nejn&v objevenych latek ¥asy Haematococcus pluvialif40],
ktera je jeho nejbohatSimiippzenym zdrojem, je mnohem sij8im antioxidantem nez
vitaminy C a E [30]. Je udavano, Ze jeho antio&idaktivita je az 10 krat vysSi neZBu

karotenu a 100 krat vySSi nez u vitaminu E [37].
Myxoxantofyl

Myxoxantofyl je glykozid xantofylu, ktery se nachazsinicich. Jako prvni byl izolovan

z fasyOscillatoria rubrescensJedna se o smiSeny karotenovy glykozid, jehoz dantini
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sloZzkou je cukr ramnoza, ktera t¥@z 90 % celkového obsahu a zbytek jedmginymi
hex6zovymi cukry. Jeho biosyntéza je dosud nezndfddci se domnivaji, Ze fixe byt
syntetizovan z-karotenu a tato draha obsahujékalik kroki, véetre hydroxylacery-

karotenu [38].

5.3 TETRAPYRROLY

Jedn& se o malo petnou, ale velmi roz&nou skupinutznobarevnych pigmeint Jejich
struktura je tveena ctyimi pyrrolovymi jadry spojenymi v porfyrinovy kruhomoci
methinovych nistki. Jsou rozeznavany &lzakladni skupiny barviv:
1. Porfyrinova barviva — cyklické porfyriny, do tés&upiny barviv pat chlorofylova
a hemova barviva.
2. Bilinova barviva — linearni biliny, do této skugifsouiazeny fykobiliny a Zltova
barviva [27].

5.3.1 Chlorofyly

Jako chlorofyly je oznsvana skupina zelenych barviv [35]. Prakticky singe o jedinou
skupinu girodnich barviv, které se vyskytuji ¥ippdé v neomezeném mnozstvi. Celkov
je rosn& vyprodukovano na Zemi 11,58 6un, z tohoto mnoZstvitfipada na suchozemské

rostliny 2,9.18 tun a na miské organizmy 8,6. £aun. [27].

(a-R:CHs; b-R:CHO)

{GHQ—CHH

Obr. 9 Chlorofyl a, b, d
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b eH, el X OHL-OH;
© : £l X CHECH,

Obr. 10 Chlorofyl c1, c2

Zaklad struktury ¥tSiny chlorofyli tvori cyklicky tetrapyrrol 17, 18 dihydroporfyrin.
Chlorofyly (Obr. 9, 10) obsahuji ve své molekul&lgy- A, B, C , redukovany cyklus D a
cyklizaci zbytku propionové kyseliny v poloze C-i#&hika cyklus E a jako centralni atom

je chelato¥ vazany heecnaty iont [27]

Chlorofyly se nachazeji v pletivech zdji§icich fotosyntézu. Vyskytuji se t€ému vSech
vysSich rostlin, medh fas a v bakteriich. Jsou lokalizovany v chloroplastéylakoidni
membras, lipidové dvouvrst¥ slozené z galaktolipida z malého mnozstvi fosfolipiyl
[27]. Vfasach je obsazeno velké mnozstvi chlorofylu ftbyznych latek, zvanych
chlorofylony, které jsou ginnymi antioxidanty [29].

Tabulka 2: Vyskyt chlorofyl [27]

Nazev Organizmus

vSechny fotosyntetizujici organizmy, vySSi rostlinyasy

Chlorofyl a _
(Cyanophyta, Prochlorophytabakterie
SSi rostliny, fas hlorophyta, Euglenophyta,
Chiorofyl b %% y y  Chlorophy glenophy
Prochlorophyta Cryptophyta, Xanthophy}a
fasy Phaeophyta, Pyrrophyta, Bacillariophyta, Chryso@hyt
Chlorofyl c

Prasinophyta, Cryptophyta, Xanthophyta

Chlorofyl d fasy Rhodophyta, Chrysophyta




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 30

5.3.2 Fykobiliny

Fykobiliny se vyskytuji v modrozelenyckasach Cyanophyta a véervenych fasach
(Rhodophyta) [41].

Tyto sloweniny maji strukturu linearniho tetrapyrrolu s neasdou proteinovouwésti
(fykobiliproteiny). Vznikaji rozkladem hemu. Molekuse liSi strukturou, ktera jim udava

absorgni maxima [41].
Rozdluji se do ti hlavnich skupin:

1. cervené fykoerytriny zahrnujiaityfi skupiny slodenin: C-, R- a B-fykoerytriny,
které byly nalezeny i u fasiaduBangialesa kryptomonadové erytrinyias tidy
Cryptophyta

2. modré fykokyaniny rozliSujici C-, R-, a kryptomormag fykokyanin,

3. modry allofykokyanin, ktery je jedinym zastupcetuotto pigmeni [27].
Fykokyanin se sklada z tetrapyrrolovych chromoforem, které jagpojeny k apoproteinu
[27]. Je darcem peroxyl- a hydroxyl- radikalkteré inhibuji mikrozomalni lipidovou
peroxidaci. Spolu s metioninem, vitaminem E, mdaitg GSH a linolovou kyselinou
brani ukladani tavelanu vapenatého. Poskytuji tedy ochranu ledyictovburgk a
stabilizaci volnych radikél Ma antioxid&ni, protizastlivy, hepatoprotektivni a

neuroprotektivni &inky [41].

5.4 Vitaminy

5.4.1 Vitamin E

Charakteristika:

Vitamin E pati mezi lipofilni vitaminy. Aktivitu vitaminu E vykauje osm zékladnich
derivati chromanu, které jsou odvozeny od tokolu a tokawlu [25]. Ctyfi formy
vitaminu E s nasycenym terpenoidnim postranpétizcem odvozenym od tokolu jsou
nazyvany tokoferoly.Cty#i formy s nenasycenym postrannifettzcem odvozenym od
tokotrienolu se nazyvaji tokotrienoly [27]. Struktutokoferofi a tokotrienal se lisi
polohami a p&ty navazanych metylovych skupin v chromanovém cyKla nej@inn¢jsi

antioxidant je povaZovamtokoferol (Obr. 11) [10].
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H.C OH

H.C CH

Obr. 11a-tokoferol

Tokoferoly jsou nepostradatelnou sloZzkou lipidowé@jdrstvy biologické membrany [43].
Nedostatek vitaminu E vede ke strukturalnimu a ¢aimku poSkozeni biomembran. [27].

Tokoferolim jsou gisuzovanyfi funkce:
1. reakce s lipidovymi peroxylovymi radikaly,
2. reakce s reaktivnimi molekulami kysliku,

3. ochrana membranovych lipid tvorbou komplexu tokoferolu s nenasycenymi

mastnymi kyselinami [43].

Vitamin E je absorbovan podobnymigoebem jako tuk. V#tbava se doigv slizninich

burgk a poté uvnit enterocyli (intestinalni epitelialni kiky v tenkém dew a intestinalni
prostory mezi nimi tvid funkéni jednotku) [44]. Poté jsou danény do chylomikroii

(labilni céastice, které transportuji tuk z gastrointestif@niraktu lymfatickym sevnim

ob¢hem do krevniho aitu) [45].

Mechanizmus antioxidai aktivity:

Mechanizmus antioxidgaiho &inku vitaminu E je obdobnydinkam ostatnich fenolovych

antioxidanti [10]. Antioxidatni schopnost vitaminu E je zaloZena na snadné o
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vzniku tokoferylchinof na tokoferylhydrochinony. Z nich cyklizaci vznikappst

tokoferoly [25].

Tokoferoly jsou schopny reagovatalou volnych radikdl véetns aktivnich forem kysliku.
NejduleZit¢jSi jsou reakce s oxidovanymi lipidy. Autooxidaigidii inhibuji tim, Ze reaguji
s peroxylovymi (hydroperoxylovymi) radikaly lipigd kdy vznikaji hydroperoxidy a
radikaly tokoferoh (tokoferoxy-radikaly)¢imz preruSitettzovou radikalovou autooxidai

reakci uhlovodikovéheetszce lipidi v jeji propagani reakci(2. fazeretzoveé reakce)
R-O-O¢ + T-OH — R-O-OH + T-Oe

(R-O-O¢ je hydroperoxylovy radikal lipiduT-OH je tokoferol,R-O-OH je hydroperoxid,
T-Oe je tokoferolovy radikal)

V terminani fazi autooxidani reakce se tokoferolovy radikal stabilizuje néwoa reakci

s jinymi radikaly, nejasgji hydroperoxylovymi radikaly:
R-O-O¢ + T-Oe — stabilni produkty

Tokoferolové radikaly itomné v lipidové fazi mohou byt redukovanyizpa tokoferoly

ve vod rozpustnou askorbovou kyselinou, ktera chraniviteE red oxidaci [27].
Vyskyt:

Tokoferoly jsou schopny produkovatasy patici do rodu Euglena Chlorella a
Chlamydomonasve vSechrasach byl nalezenr@devsSim tym-tokoferolu. UfasyEuglena

gracilis byla identifikovana vysok& koncentraggokoferolu, v mensim mnozstvi tyy,

v-, 6- tokoferolu an-tokoferolguinolu ax-tokoferolguinonu [43].

5.4.2 Vitamin C

Charakteristika

Zakladni biologicky aktivni slaieninou je askorbova kyselina, ktera se vyskytuje ve
Ctyfech stereoizomerech, meziznpati L-askorbova kyselina (Obr. 12), D- askorbova ky-

selina a L- a D-izoaskorbové kyselina [10].
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Obr. 12 L-askorbova kyselina

Mechanizmus antioxidaiho pisobeni

Askorbovou kyselinu oxiduje vzdusny Kkyslik a@zna chemickd oxidai cinidla.

NejvyznamujSi reakci askorbové kyseliny je oxidace vzduSnygslikem. Probiha
v pfitomnosti i nepitomnosti iont prechodnych kof. Aktivni jsou ionty trojmocného
Zeleza a dvojmocné ¢di. Reakce zavisi na pH présdi, kdy v kyselém prosdi probiha

pomalu, rychlejSi je v neutralnim a reakce je ratjljSi v alkalickém progedi.

Podstatou mechanizmuigpbeni je penos dvou elektranz askorbové kyseliny na kyslik
prostednictvim F&". Komplex disociuje za vzniku dehydroaskorbové kggea peroxidu

vodiku, ktery nize oxidovat dalSi molekulu askorbové kyseliny, ggsiou reakci je:
2HA + O, - 2A + HO
(H-A je kyselina askorbova je dehydroaskorbova kyselina)

nebo niiZze reagovat s Eeionty za vzniku hydroxylovych iofita hydroxylovych radikal
(OHe).

Askorbova kyselina je schopna brztétezovou reakci s volnymi radikaly, kteréigmbuji
oxidaci lipidi:

HA + R-O-O —» HAe + R-O-OH
(R-O-O¢ je peroxylovy radikal mastné kyselinfAs je askorbylradikal,R-O-OH je
hydroperoxid mastné kyseliny)

Vznikly askorbylradikél neni schopen vyvotetézovou reakci aifgmenuje se na kyselinu

askorbovou a dehydroaskorbovou kyselinu (Obr.13).
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reaguji s volnymi radikaly lipiil Vzniklé radikaly tokoferal jsou na fazovém rozhrani

tuk-voda redukovany 2p na tokoferoly askorbovou kyselinou [10].

5.5 Fykokoloidy

Fykokoloidy jsou polysacharidy ngkych fas s vysokou molekularni hmotnosti slozené

Z polymeii cukernych jednotek.

Vyskytuji se jako hlavni s@ast bugcénych s&n ras. Jsou popsany jejich antioxida
antivirové, protinadorové a antikoagémd Cinky. Nejvice extrahované polysacharidy
z maskych ras jsou agar, karagenan a alginat (Obr. 14), dékghj Sirokému vyuziti
v potravindském a farmaceutickém tmyslu. Siroké pouziti é&chto polysacharidl je

zaloZeno na jejich Zelirujicich, viskdznich a eraémgch viastnostech [19].

5.5.1 Agar

Agar je sulfatovypolysacharid, ktery obsahuje zbytky1-4)-3,6-anhydro-L-galaktézy,
B(1-3)-D-galaktozy a zbytky navazaného esterifik@ran sulfatu. Transformace cukr
mandzy a glukozy, ips meziprodukty D- a L-galaktozy do struktury tahpblysacharidu
dosud neni fesre znama. Je iedpokladano, Ze dochazi keidgéni zbytk D- a L-
galaktopyranozylu vazaného na Golgiho aparat. 8wl -galaktopyranozylové zbytky se

vyskytuji pouze na Zatku biosyntézy agaru [19].

Agar byl extrahovan #as tidy Rhodophyceaezejména z rod@racilaria gracilis nebo
Gracilaria bursa-pastoris Kvalita a obsah agaru fasach zavisi na klimatickych
podminkach, rénim obdobi a fazi reprodakiho cykluias. Podle kvality je poté pouZivan
v riznych paiimyslovych od¥tvich. Agar s nizkou kvalitou je pouZivan v potra¥ském

pramyslu, na vyrobu mrazenych krémpénovych cukrovinek nebo jako stéast ovocnych
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gtav. Agar stedni kvality je vyuzivan ve farmaceutickémamrysiu jako plnidlo ek,
projimadel airznych tablet. NejvySSi kvalita agaru je pozadovamaolekularni biologii
[19].

5.5.2 Karagenan

Karagenan je skupinatipodnich ve vod rozpustnych sulfatovych galakianJejich
z&kladni struktura je t¥ena stidanim molekub (1-4)-3,6-anhydro-D-galaktézyfa(1-3)-
D-galaktozy. Firodni karagenany jsou $si riznych sulfatovych polysachafica jejich
karagenany. Karagenany jsou vice pouzivany jakolzmoebo stabilizatory do mnoha
potravin, zejména do niaych vyrobki, zmrzlin, pudink, dZzemi a mastnych vyrohk

Z davodu jejich zahugni [19].

5.5.3 Alginaty

Alginaty jsou skupinou linearnich polysachdrickteré se skladaji ze zbyikl, 4 B-D-
manuronove kyseliny a-L-glukuronové kyseliny. Jsou pouzivanijedevsim v textilnim
pramyslu pro tvorbu bavkné @ize [19]. Zdrojem alginatovych vlaken jsou fské hide
fasy, chaluhy. Alginat je z nich ziskavan vyluhowani alkalickém prosgedi. Ri vyluho-
vani vznika rozpustna sodnél ® vapenata nerozpustnal.sSmeés sodné a vapenaté soli
vede k tvork polymeru, ktery bobtna a vytkigel. Zvldkiovani alginovych vidken probiha
ve vodném roztoku alginatu sodného za mokra veesidazni obsahujici vapenaté soli,
vlakna jsou sotasre protahovana [46].

Alginaty jsou vyuZzivany také pro schopnost tvorlgkéznich roztok v potravindském i

farmaceutickém gmyslu [19].
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080y

n
k-Carrageenan Agar: -(1-3)-D and o-(1-4)-Llinked galactose residues

Alginate polymer: o-L-gulopyranuronato (G) and B-D-mannopyranuronato (M)

*

Obr. 14 Molekularni struktury polysachatidgaru, karagenanu a alginatu [19]
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6 VYZNAMNE RASY S ANTIOXIDA CNi AKTIVITOU

Bylo prokdzano, Ze extrakty rigkychtas maji silné antioxidai vlastnosti a ochranné
Gcinky proti poskozeni jater #igobené tetrachlormetanem, antiproliferativiinky vaci

bunkam, antimikrobidlni aktivitu a antivirové viastrioR2].

6.1 Morskécdervenérasy
Kappaphycus alvarezii

Jedna se aervenou miskou fasu, kterd se &tuje v mnoha tropickych zemicke

bohatym zdrojem kyseliny askorbové a polyfén@2].

Kappaphycus alvarezpiaki mezi oblibeny druh kgstovani v akvariich. Zasy je ziskavan
karagenan [22], ktery jpouzivan nejen jako homogenizator smgch vyrobki, zubnich

past a Zelé, ale i kdébnym @elim [47].
Rasa se vyzraije vysokou miroutrstu, mize zdvojnasobit svoji velikost za 15 — 30idn
Roste do hloubky az 17 m, veélmpiipojena ke kordm. Poskytuje Gt&St¢ riaznym

bezobratlym Zivéichim. Je také @lezitou potravou pro ryby [47].
Palmaria palmata -DULSE

Palmaria palmata(Obr. 15) je méskéacervenarasa typicka svou slanou a rybi chuti. Je
bohatym zdrojem jédu, Zeleza a vapniku. Z antioxitlaobsahuje fykobiliny zejména
fykoerytrin. [48]. Je vyuzivana jako kenici gripravek k dochuceni pokiin36].

Obr.15Palmaria palmata
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Porphyra teneraNORI

vvvvv

piipravu sushi. Obsahuje térb0 % bilkovin, ma vysoky obsah vitanmirnvapniku, jodu,
Zeleza a fosforu. Z antioxidaich slogenin obsahuje sulfatové galaktany a allofykokyanin
[48].

Obr.16Porphyra tenera

6.2 Moiské hrédé rasy
Eisenia bicycliss ARAME

Eisenia bicyclis(Obr. 17) je o miskatasa rostouciiedevsim v Tichém oceanu [40]. Je
jednou z nejchutySich fas [48] a bohatym zdrojem véapniku, zinku a jodu].[49
Z antioxidant obsahuje fukoxantin, ktery jefipinou hrédého zbarveni¢thtoras a dalsi
xantofyly [48].

Obr.17Eisenia bicyclis
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Fucus vesiculosus KELP

Kelp (Obr. 18) je dohtda zbarvenaasa, ktera je bohatym zdrojem profginéddu,
vapniku, drasliku a vitaminskupiny B. Z antioxidénich slodenin obsahuje floroglucinol
a oxygenované xantofyly [48]. V potraviisévi je fasa BZn¢ pouZivana pro ipravu

alginati, které slouzi jako aditiva [36].

Obr.18Fucus vesiculosus

Hizikia fusiformis - HIJIKI

Hizikia fusiformisje hredé zbarven&asa obsahujici 10 — 20 % bilkovin, vitaminu A, je
nejbohatSim zdrojem vapniku, Zeleza a fosforu &éml mnozstvi antioxidaint nag.
fukoxantin a @zné druhy oxygenovanych dnulxantofyli [48]. Obsahuje 14 kréat vice
vapniku nez mléko (1400 mg/100 g) [50].

Obr.19Hizikia fusiformis
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Laminaria japonica -KOMBU

Hnéda rasa rostouci ve studenych vodach severnichi. iNgejkvalitréjSi fasa roste ve
velkych hloubkach ocedn kde tvdi 2 - 3 cm Siroké listy, které distaji do rkolika
metrovych délek [36]Rasa méa vysoky obsah bilkovin, vitaminu A a vitain@kupiny B,
vapniku, Zeleza a také vysoky obsah sodiku. Zadaonich slodenin obsahuje
floroglucinol a xantofyly [48]. Kombu sniZuje hladi cholesterolu a chrani organizmus

pied vstebavanimdzkych kovi. Je pouzivana k dochuceni salatpolévek [36].

Obr. 20Laminaria japonica

Undaria pinnatifida - WAKAME

Undaria pinnatifida (Obr.21) je dlouhd mdaska fasa s temh zelenymi listy rostouci
zejména v Tichém oceanu [38asa ma vysoky obsah bilkovin, vitaminu A a vapniku
Bohaté4 je také na mastné kyseliny, vitaminy B &Q].[ Z antioxid&nich slogenin jsou
zastoupeny xantofyly a fukoxanthin. [48]. V Japang& pouzivana v tdtelstvi kcisteéni

krve, pro posileni krevniho dbu a podpte imunitniho systému [36].

Obr.21Undaria pinnatifida
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Padina antillarum

Je hridartasa, ktera se vyskytuje v tropickych vodach. Pausi jako kieni v suSenych
viockadch a jako @ pro pacienty s vysokym krevnim tlakem. Existujudie, které
prokazaly, Ze obsahuje kyselinu alginovou, coz @ditezitéjSi polysacharid, ktery
vykazuje vysoké antikoagwai a antivirové vlastnosti. Ma vysoky obsah fenolich
latek, které napomahaji ke zhaseni kyslikovychkedilia schopnosti redukovat Zelezité

ionty a jiné &Zké kovy [22].

6.3 Modrozelenérasy

Spirulina platensis

Modrozelena planktonrtasa, jetasto zé&azovana mezi sinice, které je z 80 — 85 %dna
polypeptidy. Tyto polypeptidy jsou nazyvany fykabdmy, jedna se o bilkovinnélisko
slozené z fykobilih, z nichz mezi nejilezit¢jSi pati fykokyanin, allofykokyanin,
fykoerytrin. Za antioxideni aktivitu je zodpowdny zejména fykokyanin [51].
Fykobilizomy jsou schopny pohlcovat zbytkosésti setla za velmi nizkého ostieni i ve
velké hloubce. Po#n jednotlivych pigment se niize nenit podle podminek prosdi
[35]. Tatorasa obsahuje mnoho dalSich latek, které se mohdilepoa antioxidénich a
antiprolifer&nich &incich [41]. Je bohatym zdrojem bilkovin, esend@iraminokyselin a
esencialnich MK, zvl&&ty-linolové kyseliny, enzyr, pB-karotenu, minerél predevsim
zinku a vitamiri skupiny B. Nkteré studie ukazaly, zgasy posiluji imunitu, snizuji
hladinu cholesterolu, zlepSuji funkci jater & pravidelné konzumaci zvy3uji mnoZzstvi

pros@snych bakterii v gastrointestinalnim traktu [21].

Extrakty fasy Spirulina platensigpasobi proti viru HIV. V zemich jihovychodni Asie niaj
nizkou prevalenci AIDS ve srovnani se sousednimmérd. Konzumacedchtofas nize
mit takeé vliv na sniZzeni kardiovaskularnich a nédgch onemoceni, v rekterych studiich

byly prokazany protektivnidinky pied vznikem ateroskler6zy nebo tvorbou néddd].

Jejich nutréni a I&€ivé vlastnosti byly také vySetvany experimentatn na samcich
potkari. Vysledky ukazaly, Ze fykokyanin chranibw pred poSkozenim a stabilizaci

volnych radikal. Zabraiuje ukladani nerozpustnéhtaselanu sodného do ledvin [42].
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6.4 Morské zelen&asy

Caulerpa racemosa

Caulerpa racemosgObr. 22)je zelend miskarasa, ktera roster@devsim v tropickych a

v subtropickych oblastech [22].

Je bohaté na kyselinu listovou, askorbovou a vitgni a B, (thiamin). Pro vysoky obsah
lipofilnich antioxidani je ¢asto pouzivana jako konzetve latka, ktera zabtaje
peroxidaci lipidi, jez zgisobuje znehodnoceni potravin [42]. V zemich jihdwgani Asie
se obvykle podava syrova jako salat nebo jederengaJe také pouzivana jako krmivo a

v lidovém |&itelstvi na snizeni krevniho tlaku & [&cbé revmatizmu [22].

Obr. 22Caulerpa racemosa

6.5 Sladkovodni zelené&asy

Chlorella

Je zelena sladkovodidsa a pdt mezi prvni mikroorganizmy, které se podileli raniku
Zivota a atmosféry na naSi plahefjez se po celou dobufippasobovali Zivotnim
podminkam.. Diky vyvoji po miliardy let si vytidy fadu obrannych latek [54].

Chlorella ma vysokou nuténi hodnotou, diky vysokému obsahu bilkovin,zejména
esencialnich aminokyselin, enz§ra mineral. Obsahuje tak@-karoten, vitaminy C, E, K,
vitaminy komplexu B, cholin [13], chlorofyl (2,5 3 % v suSig) a gedevSim zdravi
prosgsnych karotenoid (0,3 — 0,5 % v sus#), které jsou velmi &innymi antioxidanty.
[54].
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Pouziva se k regulaci cholesterolu, zlepSujevsii funkci a stimuluje zdravyist bakterii.

Ma silnou protinadorovou a antivirovou aktivitu, yduje imunitni funkci a fispiva

k obnow¥ DNA. Chlorella obsahujeistovy faktor (CGF), ktery ma schopnost regenerace
poSkozenych tkani a organJeji slozky bu&né sény mohou mit schopnost absorpce

toxickych kowi a Skodlivin a podpat normalni stevni peristaltiku [13].
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7 METODY STANOVENI ANTIOXIDA CNi AKTIVITY

Vzhledem k tomu, Zéasy nepodléhaji oxidaimu &inku pii skladovani, je i&ejmé, Ze
jejich buiky maji obranny antioxidai systém. Rasy obsahuji ochranné enzymy
(superoxiddismutazu, peroxidazu, glutation peroxiddeduktazy, katalazy) a antioxéa
sloweniny (florotaniny, kyselinu askorbovou, tokoferokarotenoidy, fosfolipidy,

chlorofyly, bromofenoly, katechiny, aminokyselinypalysacharidy) [23].

Je vSak obtizné vybrat jednotnou metodu pro starieaugioxid&ni aktivity mtiznych druli
faktory, jako je lokalita, doba stinu, stuipez&eni, hloubka vody, slanost a obsah Zivin ve
vodk, popipack piitomnost antagonistickych vodnich rostlin. Mezitimi faktory, které

ovliviuji tvorbu antioxidanich slodenin, paiti druhtasy, sté a reprodukni faze [23].

Bylo popsano mnoho metod pouzZivanych ke stanovatioxddani aktivity. Postupy
hodnotici miru antioxidaniho pisobeni jsou zaloZzeny néznych principech. Jedna se o

piimou reakci s radikaly (zh&Seni, vychytavani) nedadci s pechodnymi kovy [52].
Antioxidacni aktivitu latek Ize réit chemickymi a fyzikalnimi metodami.

Chemické metody jsou ¢t8inou zaloZzeny na pouzittinidel vytv&ejicich s volnymi
kyslikovymi radikaly barevné produkty. Intenzitaarbeni se i spektrofotometricky.
Fyzikalni metody se zabyvaji Zmou fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy dnf@zi

(ESR, stanoveni redoxniho potencialu nebo chemilisoénce) [11].

Metody stanoveni mohou byt kategorizovany do dvéaups na metody hodnotici

schopnost eliminovat radikaly a na metody posuzugidoxni vliastnosti latek [52].

7.1 Metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly

Metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly @paji v hodnoceni schopnosti vzdérk
vychytavat volné radikaly. Jde o radikaly kyslikhydroxyl, peroxyl, superoxidovy anion-
radikal) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPHBTS, galvinoxyl). Zvlastni skupinu

tvori metody testujici schopnost inhibovat nebo zporalbpidovou peroxidaci [52].
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7.1.1 Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikali

7.1.1.1 Metoda pouzivajici ABTS (metoda TEAC)

Je jednou ze zakladnich a nejpouzéysich metod pro stanoveni celkové antioXita
aktivity TAA. Testuje schopnost vzorkéi latek zhaset kation-radikal ABTS(2,2 —
azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfghh2]. Kationt radikalu je fipravovan
reakci ABTS diamonné soli s peroxodisiranem nebaidem v pondru 2:1 za vzniku
modrozeleného zbarveni roztoku [11]. ZhaSeni r&dik$BTS™ antioxidanty, které se
chovaji jako donory vodiku, se sleduje spektrofabioky na zaklagl zmen absorpniho
spektra ABTS, nefastji se msti absorbance ip 734 nm [52]. Vlivem antioxidaiit
dochéazi k odbarveni modrozelené radksntsi, picemz Ubytek absorbance je &my
antioxid&ni aktivite [11].

Metoda je oznéovana jako TEAC (Trolox equivalent antioxidant cegipg, vysledna
antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana sraddkalovou aktivitou syntetické latky
Troloxu (6 hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2rbdaxylova kyselina).

Metoda stanoveni TAA vzotkpomoci ABTS je jednoduchd, rychla v provedeni a ma
Siroké uplatiini, od hodnoceni antioxidai aktivity latek fizného fivodu az po sisné
vzorky [52].

7.1.1.2 Metoda pouzivajici DPPH

Jedna ze zakladnich metodik pro posouzeni anté&bmli& aktivitycistych latek i éiznych
smésnych vzork. Spa@iva v reakci testované latky s radikalem difenyipittydrazylem—
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazy[p2]. DPPH je stabilni volny radikal,
ktery mize byt diky své strukte akceptorem vodiku aigqjit do formy stabilni
diamagnetické molekuly [11]. CoZ jsou pohybujicinselekuly — elektron (nebo nukleon),
které se chovaji jako elektromagnet (magnetickpldlipiislusi mu tedy wity magneticky
moment. Latky bez permanentniho magnetického mamekteré zeslabuji magnetické
pole, jsou oznsovany jakodiamagnetické [53]. Fi reakci dochazi k redukci radikalu
DPPH za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin) [52ZDPPH v metanolu ma intenzivni
fialové zbarveni, které seugobenim antioxidant snizuje [11]. Reakce je ngstji
sledovana spektrofotometricky. [52]. Pokles absocbagi 517 nm se i po uplynuti

uréitého konstantnih@asu. Test Ize provétli na mikrotitr&nich destikadch. Reakci je
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mozno sledovat i metodou elektronové spinové rezomanebo HPLC, ip které je
hodnocen pik radikalu DPPH.

Tato metoda je vyhodna zvlédgiro barevné vzorky, kdy se na rozdil od spektofatrie
zabarveni vzorku eliminuje. U sisnych vzork se radikalova aktivitagkdy vyjadtuje v

ekvivalentech askorbové kyseliny nebo v jednotkstelndardu Troloxu [52].

7.1.1.3 Metoda pouZivajici galvinoxyl

K metodam vyuZivajicim reakci antioxidantu se diabii radikdly pati také test
s galvinoxylem (2,6-dterc-butyl-4-[(3,5-diterc-butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1 yliden)
methyl]fenoxyl) [52].

Princip metody sp@iva v redukci stabilniho radikalu galvinoxylu latka poskytujicimi
vodik podobsn jako @i testu DPPH. Reakce se sleduje spektrofotometraikywinové
délce 428 nm nebo na zaktadSR [52].

7.1.1.4 VyZiti jinych stabilnich radikéaé

Pro hodnoceni schopnosti latek poskytovat vodikateyn nebo elektron se pouziva také
synteticky volny radikal Fremyhoik (nitrosodisulfonan draselny), detekce a hodnoceni

reakce se provadi pomoci ESR [52].
7.1.2 Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikala

7.1.2.1 Metoda ORAC

Pfi pouziti metody ORAC (oxygen radical absorbancgaciy) je hodnocena schopnost
testované latky zpomalit nebo zastavit radikaloveakci [52]. Pouziva se pro deni
antioxida&ni aktivity ve vod@ rozpustnych antioxidamich latek pomoci fluorescémich
proteini — B-fykoerytrinu 3-PE) nebo fluoresceinu (FL) [20].

ORACGC:E je detekce zaloZzena na sledovani Ubytku fluoresf®E po ataku radikély. Pro
generaci peroxylovych radikal se pouziva AAPH (2,2.-azobis(izobutyrimidamid)-
dihydrochlorid), gi generaci hydroxylovych radikiél pak systém bD, + CU* [52].
Metoda ma Siroké vyuziti a poskytuje vyznamné imface o antioxidai kapaci¢ vzorka

razného typu [52].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 47

Uvadi se, Ze metoda ORAC u které je pouzita fluoresceinova sonda pro stamio
antioxida&ni aktivity polyfenoti, je exaktwjSi v disledku pesného a jednoduchého

realkéniho mechanizmu, ktery sgi@a v klasickém fenosu vodiku [52].

7.1.2.2 Metody zaloZené na vychytavani OH-radikal

Pri téchto metodach jsou OH-radikaly generovafgnymi postupy (Fentonovou reakci,
UV fotolyzou peroxidu vodiku, fotolyzou syntetickyalerivafi). Detekce je zaloZena na
vychytavani radikdi latkami, jejichZ readni produkty lIze snadno stanovit. Antioxidanty
vychytavajici OHe snizuji tvorbwehto produki [52].

Jednim z moznych postipje vychytavani OHe salicylovou kyselinou. Vznikaji
hydroxylované produkty salicylové kyseliny, jejicldetekce a kvantifikace se provadi
metodou HPLC s UV detekci. Jinym postupem je po@z-dimethyl-H-pyrrol-1-oxidu
(DMPO) jako lapge OHe. Dalsi moznosti je vychytavani OHe deoxyritndz jejiz
degradani produkty jsou stanovovany reakci s thiobarbiorokyselinou (TBA) [52].

Vyhodou tohoto postupu je moznost stanovit jakaidiacni, tak i pro oxidani vlastnosti
latek. Vychytavani OHe radikél Ize rovreZz sledovat specifickou chemiluminiséein

sondou indoxyB-glukuronidem (IBG).

7.1.2.3 Metody zaloZené na vychytavani superoxidového asiaaikalu

K produkci radikalu je uzivana napneenzymova reakce 5-methylfenazinium-methyl-
sulfatu a NADH nebo systém xantin/xantinoxidaza. nly radikal redukuje
nitrotetrazoliovou moij detekce se provadi spektrofotometricky5b0 — 560 nm. Mozna

je i detekce metodou ESR na zakiadakce superoxidového anion-radikalu s DMPO nebo
kombinace HPLC a chemiluminiscencéjcpmz je ndtena inhibice chemiluminiscence
luminolu latkami separovanymiipHPLC a jelikoZ luminol je schopen reagovatignymi
reaktivnimi kyslikovymi radikaly, postihuje tato toda Siroké spektrum antioxidta
aktivity latek [52].

7.1.3 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Lipidova peroxidace vyvolana volnymi radikaly jeljgm z nejzavaiijSich patologickych
pochodi v organizmu. Proto s@da metod za#tiuje primo na testovani inhitmich &inka

na lipidovou peroxidaci (LP). Latky potiajici LP mohou eliminovat jak inicéai
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kyslikové radikaly (OHe), tak sekund&rrvznikajici radikalové meziprodukty (peroxyl,
alkoxyl radikaly) anebo {sobi jako latky chelatujici ionty fechodnych kofr. Bylo
vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv antioxidamta LP.Castym postupem je vyuZziti
fosfolipidovych liposond, studium na mikrozomech, sledovani LP nantkgch

homogenatech, mitochondriich nebo LBésticich [52].

K nejjednodussim telsin pati metody zaloZzené na detekci produkieroxidace linolové
kyseliny, jejiz produkty jsou sledovany spektronokly pii 234 nm. Nebo postup
vyuzivajici spazenou oxidacp-karotenu a linolové kyseliny vzdusnym kyslikem.tdra
metoda je uzivana pro hodnoceni vZofiAA, je vhodna i pro screening $snych vzork.
TBA-MDA metoda je jednou z nejuzivgBich metod k hodnoceni schopnosti latek
eliminovat LP. Je zaloZzena na stanoveni jednoho sekundarnich produkt LP
malondialdehydu (MDA) na zakladieho barevné reakce s kyselinou thiobarbiturovou
(TBA), kdy je mefena absorbancefip532 nm. Spektrofotometrické stanoveni produkt
TBA-MDA je jednoduché a citlivé, avSak nespecifick&ahrnuje stanoveni vSech latek
reagujicich s TBA (TBARs produkty). Vyhodou je, Zest lze realizovat i na
mikrotitracnich destikach. SpecifitéjSim vyhodnocenim kvantity produkiBA-MDA je
metoda HPLC [52].

7.2 Metody zalozené na hodnoceni redoxnich vlastnoséitek

Neenzymové antioxidanty jsotasto ozn&ovany jako redudni ¢inidla, ktera reaguji s
oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Diky tamze antioxid&ni aktivitu posuzovat na

zaklad redukeni schopnosti latky [52].
7.2.1 Metody chemické

7.2.1.1 Metoda FRAP

Je zaloZena na principu redoxni reakce (ferric ctag antioxidant potential). fPtéto
metods redukuji antioxidanty ze vzorku komplex °F@,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)
(FE-TPTZ). Jedna se o redukci téhbezbarvych komplaxza vzniku fialo¥ zbarvenych
produkti [11]. Narist absorbanceip793 nm odpovidajici mnoZstvi komplex\’F&PTZ
je mirou antioxidéni aktivity vzorku. Mefeni probiha p nefyziologicky nizké hodnétpH

(3, 6), kdy nejsou zachyceny s komplexem pomalguijée polyfenolické latky a tioly.
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Metoda FRAP tak odrdZi pouze schopnost latek redatkion FE" a s celkovou

antioxida&ni aktivitou vzorku nemusi poziti¢rkorelovat [52].
7.2.2 Elektrochemické metody

7.2.2.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie hodnoti redoxni vlastnostielatindikuje schopnost latek odgovat
elektrony. B této metod se na pracovni elektrodu vklada potencialovy mulagitou
rychlosti polarizace a soasré se sleduji proudové odezvy v roztoku studovankylat
Ziskany zaznam zachycujéiwka — tzv. cyklicky voltamogram. Poté reduk schopnosti
latek se vyhodnocuji dma parametry, a to z potencialu anodického axitheo pikuEas a
jeho anodického proudii. Cim je niz&i hodnoteEa, tim latka snadfji odevzdava
elektrony a mize byt lepSim antioxidantem. Z hodnoty vysky proadodického pikuia je
mozné wit koncentraci latek. Ziskané vysledky antioxidaaktivity koreluji s hodnotami

uréenymi jinymi metodami, naps lipoperoxidaci a DPPH [52].

7.2.2.2 HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky je mozno velmitpsré a citlivé detegovat pouZzitim amperometrickych
nebo coulochemickych detektopii analyze HPLC (HPLC-ECD).#této metod se na
pracovni elektrodu detektoru vklad&ity kladny potencial. Pik latky se projevi pouze
tehdy, je-li latka p tomto potencialu oxidovdna [52]. Umiafe pouze analyzovat
komplexni smisi a identifikovat v nich jednotlivé ¢éinné antioxid&ni komponenty na
zaklad hodnoty potencialu aplikovaného na elektrodu [3%$dnoceni antioxidaich
vlastnosti latek pomoci HPLC-ECD korelujeagmymi jinymi metodami na testovani
celkové antioxideni aktivity latek, napp s metodou DPPH [52].
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ZAVER
V dasledku nezdravé vyzZivy,igjidanim se, nedostatku pohybu a pracovniho wytizen

spojeného se stresem dochazi keustajicimu vyskytu civilizanich chorob (infarkt,

obezita, cukrovka), zejména ve vyh oblastech s\ta.

V poslednich letech jsou hledany potraviny, kteyémmohli vést ke zlepSeni zdravotniho

stavuclovéka a které by mohli zmirnit nasledky sasného Zivotniho stylu lidi.

Latky, které napomahaji k ochgaburek pred Skodlivymi faktory, které ohrozuji lidsky
organizmus se nazyvaji antioxidanty. Mezi znaméjedantioxidani pati predevsim
zelenina a ovoce, které jsou vybornym zdrojem \ildknJeden z netraghich a méa
vyuzivanych zdrdj antioxidanti jsou sladkovodni nebo rfekétasy. Konzumacéas ma
blahodarné €inky na lidsky organizmus. Vyzgaji se vysokou nuttni hodnotou, ktera je
dana obsahem bilkovin, vlakniny, minerélnich latgkamini a nizkym obsahem lipid
Snizuji nadvahu a podporuji traveniusBbi protizastlive, proti plisnim, bakteriim a
infekcim. Risobi preventivé proti rakoviré a zminuji zaréty a alergie. Vzhledem ke své

schopnosti snizovat koncentraci cholesterolu, drséite a cévy.

Rasy doposud ¢eské republice nejsou vyhledavanou surovinou pép charakteristicky
rybi zapach a intenzivni ciuPro gimou konzumaci jsou dostupnét$inou v susené
podol®. V Ceské republice jsou vyuZivany hydrokoloidas jako surovina pro
potravindsky pmimysl pro vyrobu fidatnych latek nebo ve farmaceutickénimysiu na

vyrobu |éki a potravinovych dopka nebo krmnych sisi.

NejvétSi raini spoteboutias na obyvatelefpada na asijské staty, zejména Japonsko a
Thajsko. Jejich spttba vziéista diky vyuzivantas k vyrol¥ asijskych specialit, jako je

sushi nebo k dochucovariznych salat a pokrmi.

V jinych zemi jsou zpracovavany pro vyrobu biopaivtomuto @&elu jsou vyuZivanyasy
rodu Chlorella, diky vysokému obsahu bioaktivnich latek, rychlénigtu a moznosti

snadné kultivace.

Antioxidatni sloweniny, které jsou ifitomny viasach, jsoutizného chemického slozeni.
Struktura jejich molekul @uje jejich antioxidani aktivitu. Metody jejich stanoveni jsou
proto iizné. Hodnota antioxidai aktivity je negastji stanovena metodou TEAC, jsou

vSak vyzivany i jiné metody, mezéhpati DPPH a ORAC.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ROS reaktivni kyslikové radikaly
0" superoxid

OH hydroxylovy radikal

RO alkkoxylovy radikal

ROO hydroperoxylovy radikal
H.0; hydrogenperoxidovy radikal
GSH glutation

MK mastné kyseliny

Obr. obrazek

VX — cyklus violaxantinovy cyklus

DDX —cyklus  diadinoxantinovy cyklus

LX — cyklus lutein-epoxidovy cyklus

VX violaxantin

AX anteraxantin

Zx zeaxantin

VDE violaxantin de-epoxidaza

ZE zeaxantin epoxidaza

ABTS" 2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6soét)
TAA celkovéa antioxidani aktivita

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

Troxol 6 hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-l@tova kyselina
HPLC kapalinova chromatografie

ESR elektronova spinova rezonance

B-PE B-fykoerytrin
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AAPH

uv

DMPO

LP

MDA

TBA

LDL

RTG

2,2-azobis(izobutyrimidamid)-dihydrochlorid
ultrafialové zéeni
2,2-dimethyl-2H-pyrrol-1-oxid

lipidova peroxidace

malondialdehyd

thiobarbiturovéa kyselina

Low-density Lipoprotein

rentgenové Fani
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