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1. Uvod

V poslednich desetiletich se zvySuje mnozstvi poznatk
a Uroven znalosti o uloze volnych radikalt pfi oxida¢nim
stresu u zivych organismi. Volnym radikalam, které
vznikaji in vivo a maji fadu fyziologickych funkci (napf.
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v soucasnosti vénuje velkd pozornost a sleduje se jejich
negativni ptisobeni na organismus pii fadé onemocnéni. Jde
pfedevsim o reaktivni kyslikové radikdly (ROS — reactive
oxygen species) a dusikové radikdly (RNS — reactive
nitrogen species). Tyto radikaly ptsobi na biologicky
vyznamné slouCeniny, predev§im lipidy, bilkoviny a
nukleové kyseliny, pozménuji jejich strukturu a tim modifi-
kuji jejich funkci. Kaskada reakci iniciovana radikaly vede
k néaslednym zménam ve struktufe bun¢k, k poskozeni ce-
lych tkani, organti a dtlezitych funkci v organismu. Repara-
tivni procesy v organismu nemohou samy plné eliminovat
poskozeni biomolekul, vyznamnou roli pfi ochrané pred
volnymi radikaly hraje prevence, tj.redukce pficin jejich
vzniku.

Jednou z moznosti, jak organismus chranit pred vlivem
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exogennich i1 endogennich volnych radikald, je plsobeni
antioxidantd. Podle jiz klasické definice jsou antioxidanty
molekuly, které — jsou-li pfitomny v malych koncentracich
ve srovnani s latkami, jez by mély chranit — mohou za-
brafiovat nebo omezovat oxidaéni destrukei téchto latek'.

Kromé endogennich nizkomolekularnich antioxidantt,
jako je glutathion, kyselina mocova, koenzym Q a dalsi, se
v posledni dobé do centra pozornosti fadi mnoho latek pfi-
rodniho ptvodu, které se do lidského organismu dostavaji
spolecné s potravou. N&které potraviny rostlinného ptivodu
tak vedle své nutrini a energetické hodnoty maji dilezitou
roli jako zdroj antioxidantil. K pfirodnim latkdm s antioxi-
dacnimi Ucinky, které jsou pfijimané potravou, jsou v prvé
fade¢ tradicné fazeny antioxida¢ni vitaminy C, E a karoteno-
idy. V posledni dobé se v§ak mnohem vétsi vyznam prikla-
dé dalSim pfirodnim latkdm, zejména polyfenolickym slou-
¢eninam. Mezi né patii napt. flavonoidy, katechiny a feno-
lické kyseliny. Zdrojem téchto latek jsou zelenina, ovoce,
vldknina, &aje, vina a aromatické a 16&ivé rostliny®. Celkovy
denni ptijem polyfenolil z riiznych zdroji byl odhadnut na 1
g a je tedy vyssi nez pfijem antioxidacnich vitamint. V fadé
experimentdlnich studii bylo také prokdzéno, Ze antio-
xida¢ni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vys-
§i nez ucinek antioxidacnich vitaminti. Klinické a epidemio-
logické studie rovnéz prokazuji korelaci mezi antioxida¢ni
aktivitou latek piijimanych v potravé a prevenci nékterych
onemocnéni napt. kardiovaskularnich chorob, karcinogene-
ze, neurologickych poruch nebo procest starnuti.

Z uvedenych divoda vzrista zajem stanovit antioxidac-
ni aktivitu rlznych latek rostlinného pivodu. Jeden
z pristupt ve vyzkumu pfirodnich antioxidantl je testovani
reaktivity individualnich izolovanych latek vici jednotlivym
volnym radikaldm. Slouzi piedevsim k odvozeni vztahi
mezi strukturou a reaktivitou ptislusnych sloucenin. VétSinu
pfirodnich antioxidanti vSak pfijimame jako soucast
slozitych smési, jejichz slozky mohou reagovat s riznymi
radikéaly riznymi mechanismy, mohou téz na sebe vzajemné
pusobit (synergicky i inhibi¢n¢€). Proto je také snaha cha-
rakterizovat antioxidacni aktivitu smésnych vzorki i jako
celku. Predkladand prace uvadi prehled nejcastéji citova-
nych postuptl, které se pouZzivaji pro testovani antioxidacni
aktivity ptirodnich latek a lze je rovnéz pouzit pro charakte-
rizaci chovani smésnych vzorkl (rostlinnych extrakti, po-
travin).

Pro vzajemné porovnavéani antioxidacnich 0¢inkdl riiz-
nych smési byl nékterymi autory zejména v souvislosti
s analyzou potravinovych vzorki zaveden pojem celkova
antioxidacni aktivita (total antioxidant activity — TAA,
cit>*). TAA je parametrem, ktery kvantifikuje kapacitu
vzorku biologického materialu eliminovat radikaly’.
Z velkého poctu popsanych metod maji pii stanoveni TAA
nejcastéj$i pouziti nize zminéné metody TEAC, FRAP a
ORAC. Pojem celkova antioxidacni kapacita je vSak v mno-
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ha publikacich pouzivan v Sir§Sim vyznamu a rozmanitost
pouZzivanych metod pfi jejim stanoveni je znacna.

Prestoze hodnoceni antioxidacnich vlastnosti pftirod-
nich latek je v oblasti vyzkumu vénovéna Sirok4 pozornost,
je tieba ptipomenout, Ze fada latek ptijimanych v rostlinném
materidlu podléhd metabolickym zméndm jiZ v tradvicim
traktu a jejich ucinek v organismu je dale podstatné
ovlivnén mirou resorpce a dalS$im metabolismem. Proto
vyrazna antioxidacni aktivita zjiSt€na in vitro nemusi
znamenat adekvatné vyznamny ucinek in vivo. O metabo-
lickych procesech v travicim traktu, biodostupnosti a farma-
kokinetice pfirodnich latek nejrtiznéjSiho charakteru je pfi-
tom dosud znamo velmi malo.

2. Zakladni metody stanoveni antioxidac¢ni
aktivity

V literatufe 1ze nalézt velky pocet metod pouzivanych
ke stanoveni antioxidacni aktivity. Jejich rozmanitost vy-
plyva ze skutecnosti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mo-
hou pusobit riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o pfimou
reakci s radikaly (zhaSeni, vychytavani) nebo reakci s pie-
chodnymi kovy. Pfesnéjsi chemické vymezeni mechanismu
jejich Gcinku je vSak ¢asto problematické. Proto také postu-
py hodnotici miru antioxida¢niho ptisobeni jsou zalozeny na
ruznych principech. Obecné mohou byt kategorizovany do
dvou skupin — na metody hodnotici schopnost eliminovat
radikaly a dale na metody posuzujici redoxni vlastnosti 1a-
tek.

2.1.Metody zalozené na eliminaci
radikala

Metody spocivaji v hodnoceni schopnosti vzorku vy-
chytdvat volné radikdly. Radikdly mohou byt v reakcni
smési generovany nebo jsou do reakcni smési pridavany.
Z hlediska chemického jde o radikaly kyslikové (hydroxyl,
peroxyl, superoxidovy anion-radikal) nebo syntetické sta-
bilni radikdly (DPPH, ABTS™, galvinoxyl). Zvl4stni skupi-
nu tvofi metody testujici schopnost inhibovat nebo zpoma-
lovat lipidovou peroxidaci.

2.1.1. Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikalii
Metoda pouzivajici ABTS (metoda TEAC)

Je jednou ze zakladnich a nejpouzivanégjSich metod pro
stanoveni celkové antioxidacni aktivity TAA. Testuje
schopnost vzorku ¢&i latek zhaset kation-radikal ABTS™
(2,2’-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
Je také oznaCovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity, cit.”), vzhledem k tomu, e vysledna
antiradikalova aktivita vzorku je srovndvdna s an-
tiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu (6-hydro-
xy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova kyselina).

ZhaSeni radikalu ABTS ™ antioxidanty, které se chovaji
jako donory vodiku, se sleduje spektrofotometricky na za-
kladé zmén absorpéniho spektra ABTS™ (nejéastdji se méfi
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absorbance pii 734 nm). V reakéni smési se kation-radikal
ABTS™ generuje oxidaci ABTS. Pievazné je pouZivan sys-
tém ABTS/H,0,/peroxidasa (cit.®) nebo ABTS / methmyo-
globin/H,0, (cit.”). Jsou také uvadény i moznosti chemické
oxidace ABTS, napf. peroxodisiranem draselnym’ nebo oxi-
dem manganigitym®. Pfi vlastnim experimentalnim mé&feni
se uzivaji dva postupy. V prvém se antioxidant ptidava do
reakéni smési, ve které byl jiz vytvoten radikdl ABTS™, pfi
druhém postupu je antioxidant v reakéni smési pfitomen pii
generovani radikdlu ABTS™. Cast&ji se uziva usporadani,
pii némz se antioxidant pfidava k radikilu ABTS™jiz vy-
produkovanému pomoci peroxidasy’. Stanoveni celkové an-
tioxidacni aktivity je mozno provadét i komercéné vyrabény-
mi sety (napf. Randox Laboratories Ltd). Pouziva se i sério-
vé& na mikrotitra¢nich desti¢kach'’.

TAA vzorkli se hodnoti parametrem TEAC (cit.%).
Oznacuje antioxidacni kapacitu vzorku ekvivalentni defi-
novanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu. Pro Cis-
té latky je TEAC definovana® jako milimolarni koncentrace
Troloxu vykazujici stejnou antioxidacni aktivitu jako testo-
vana latka pfi koncentraci 1 mmoll™. Pro smési TEAC
udava koncentraci Troloxu (mmol.I™"), ktera je rovna antio-
xidacni aktivité vzorku''.

Pro spektrofotometrickou metodu stanoveni celkové
antioxida¢ni aktivity s ABTS jsou popsany aplikace méteni
v hydrofilnim i lipofilnim prostiedi®”'’. Byla rovn&z vypra-
covana metoda'” kombinujici HPLC separaci latek s nasled-
nou detekci radikalovych zhasecd na zakladé reakce
s ABTS™.

Metoda stanoveni TAA vzorkli pomoci ABTS je jed-
noduchd, rychld v provedeni a ma Siroké uplatnéni, od hod-
noceni antioxidacni aktivity latek rizného ptvodu az
po smésné vzorky.

Metoda pouZzivajici DPPH

Tato metoda je povaZovana za jednu ze zakladnich
metodik pro posouzeni antiradikalové aktivity Cistych latek i
riznych smésnych vzorkda'. Spodiva v reakci testované
latky se stabilnim radikdlem difenylpikrylhydrazylem —
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Pfi re-
akci dochazi k redukci radikdlu za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). Reakce je nejcastéji sledovana
spektrofotometricky. Pokles absorbance pfi 517 nm se méfi
bud’ po uplynuti uréitého konstantniho ¢asu'* nebo se pra-
cuje v kinetickém rezimu'. Test 1ze provadét i na mikrotit-
raénich destickach'®. Reakci je mozno sledovat i metodou
elektronové spinové rezonance (ESR, cit.!”) nebo HPLC
(cit."®). Pouziti detekce HPLC, pii které je hodnocen pik
radikalu DPPH, je vyhodné zvlasté u barevnych vzorki, kdy
se na rozdil od spektrofotometrie zabarveni vzorku
eliminuje.

U smésnych vzorkl se radikalova aktivita nékdy vyja-
dfuje v ekvivalentech askorbové kyseliny'®nebo v jednot-
kach standardu Troloxu'’. Jsou pouzivany aplikace na
TLC", vhodné pro screening radikélové zhaseci aktivity
smésnych vzorkd. Podobnou modifikaci je kombinace testu
se separaci latek ze smési metodou HPLC, kdy latky rozdé-



Chem. Listy 98, 174 — 179 (2004)

lené na koloné reaguji kontinualné¢ s DPPH a spektrofoto-
metricky se deteguje pik radikalu®.

Metoda pouZzivajici galvinoxyl

K metoddm vyuZzivajicim reakci antioxidantu se
stabilnimi radikaly patii také test s galvinoxylem (2,6-di-
-terc-butyl-4-[(3,5-di-terc-butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-
-1-yliden)methyl]fenoxyl, cit.”!). Princip metody spoéiva
v redukci stabilniho radikélu galvinoxylu latkami poskytuji-
cimi vodik podobné jako pti testu DPPH. Reakce se sleduje
spektrofotometricky pii vlnové délce 428 nm nebo na
zakladé ESR.

Vyuziti jinych stabilnich radikald

Pro hodnoceni schopnosti latek poskytovat vodikovy
atom nebo elektron se pouziva také synteticky volny radikal
Fremyho sl (nitrosodisulfonan draselny), detekce a
hodnoceni reakce se provadi pomoci ESR (cit.*?).

2.1.2. Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikalii
Metoda ORAC

Pti pouziti metody ORAC (oxygen radical absorbance
capacity) se v testovaném systému generuji kyslikové
radikdly a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit
nebo zastavit radikalovou reakci®. Detekce je zalozena na
sledovani tbytku fluorescence P-fykoerytrinu (B-PE) po
ataku radikaly. Pro generaci peroxylovych radikali se
pouziva AAPH (2,2’-azobis(isobutyrimidamid)-dihydro-
chlorid, cit.*®), pfi generaci hydroxylovych radikald pak
systém> H,0, + Cu”".Vzhledem k tomu, Ze tyto radikaly
patfi k nejreaktivngjSim, patii test ORAC k dulezitym
parametrim charakterizujicim antioxidanty. Origindlni
metoda ORAC, ktera pouziva jako sondu B-PE (ORACs),
mé Siroké vyuZiti a poskytuje vyznamné informace o
antioxidaéni kapacité vzorkd riizného typu®2*. P¥i stanoveni
antioxidacni kapacity polyfenolt vsak byla popsana nektera
omezeni, ktera se tykaji vlastnosti B-PE (napf. omezena
fotostabilita)”. Zavedenim jiného typu fluorescenéni sondy,
a sice fluoresceinu (FL), se metodika (ORACE,) zpfesnuje.
Uvadi se, ze metoda ORACg, je exaktné€jsi v dusledku
ptesného a jednoduchého reakéniho mechanismu, ktery
spo¢iva v klasickém prenosu vodiku®.

Metody zalozené na vychytavani OH-radikala

Pii téchto metodach jsou OH-radikaly generovany
riznymi postupy (Fentonovou reakci’®, UV fotolyzou
peroxidu vodiku®’, fotolyzou syntetickych derivata®).

Detekce je zalozena na vychytavani radikalu latkami,
jejichz reakeni produkty lze snadno stanovit. Antioxidanty
vychytavajici OH'snizuji tvorbu téchto produkti. Jednim
z moznych postupd je vychytavani OH™  salicylovou
kyselinou. Vznikaji hydroxylované produkty salicylové
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kyseliny, jejichz detekce a kvantifikace se provadi metodou
HPLC s UV detekci”. Jinym postupem je pouziti 2,2-di-
methyl-2H-pyrrol-1-oxidu (DMPO)  jako lapate OH'.
Adukt DMPO-OH miuze byt kvantifikovdn pomoci ESR
(cit.*®) nebo HPLC-ECD (cit.”"). Dal3i moznosti je vychyta-
vani OH" deoxyribosou™, jejiz degradagni produkty jsou
stanovovany reakci s thiobarbiturovou kyselinou (TBA,
cit.>"). Vyhodou tohoto postupu je moznost stanovit jak an-
tioxidacni, tak i prooxidacni vlastnosti latek.Vychytavani
OH’ radikall 1ze rovnéz sledovat specifickou chemiluminis-
cenéni sondou indoxyl-p-glukuronidem (IBG, cit.*?).

Metody zalozené na vychytavani superoxidového anion-
-radikalu

K produkei radikalu je uzivana napf. neenzymova
reakce 5-methylfenazinium-methyl-sulfatu a NADH
(cit.?) nebo systém xanthin/xanthinoxidasa®. Vznikly
radikal redukuje nitrotetrazoliovou modt, detekce se pro-
vadi spektrofotometricky pii 550-560 nm.V testech UV
mize byt nitrotetrazoliovd modf nahrazena syntetickym
formazanovym barvivem WST-1, které je vzhledem
k dobré rozpustnosti vhodné€jsi pro provadéni testu na
mikrotitra¢nich desti¢kach®. Je rovnéz mozna detekce
metodou ESR (cit.*®) na zakladé reakce superoxidového
anion-radikdlu s DMPO. Dalsi postup, ktery se pouziva,
je kombinace HPLC a chemiluminiscence’’. M&H se
inhibice chemiluminiscence luminolu latkami separo-
vanymi pii HPLC. Jelikoz luminol je schopen reagovat
s riznymi reaktivnimi kyslikovymi radikaly, postihuje tato
metoda Siroké spektrum antioxida¢ni aktivity latek.

2.1.3. Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Lipidova peroxidace vyvoland volnymi radikaly je
jednim z nejvyznamnéjSich patologickych pochodl
v organismu. Pfi studiu latek s antiradikalovymi 0c¢inky se
proto fada metod zamétuje pfimo na testovani inhibi¢nich
ucinki na lipidovou peroxidaci. Latky potlacujici lipidovou
kaly (OH’), tak sekundarné vznikajici radikalové mezipro-
dukty (peroxyl, alkoxyl) a mohou téz pusobit jako latky
chelatujici ionty ptechodnych kovi. Navic je ucinek antio-
xidantu in vivo ovlivnén jeho lipofilnosti. Bylo vyvinuto
mnoho metod hodnoticich vliv antioxidanti na lipidovou
peroxidaci, od nejjednoduSich, které jsou provadény
s jednoduchymi lipidy a v jednoduchych fazovych systé-
in vivo a vyuzivajici biologické membrany jako matrici.
Castym postupem je uziti fosfolipidovych liposomt™®. Jinou
moznosti je studium na mikrosomech™. Dal§i modifikaci je
sledovani lipidové peroxidace na tkanovych homogena-
tech®, mitochondriich*’ nebo LDL-&asticich (low-density
lipoproteins, cit.*?).

K nejjednodussim testim patii metody zaloZené na de-
tekei produktl peroxidace linolové kyseliny. Jako iniciator
radikalové reakce je &asto uzivan AAPH (cit.*), produkty
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peroxidace jsou sledovany spektrofotometricky pii 234 nm.
Metoda je provadéna v fadé modifikaci lisicich se pfipravou
lipidové faze a zptisobem detekce™*. Casto je uzivan po-
stup vyuZzivajici sptazenou oxidaci B-karotenu a linolové
kyseliny vzdusnym kyslikem46’47. Antioxidac¢ni ucinek latek
je hodnocen spektrofotometricky pii vinové délce 470 nm
podle spotieby B-karotenu’, pii¢emz provedeni je mozné i
na mikrotitradnich destickach®®. Stanoveni se také provadi
v modifikaci na TLC (cit.*’). Metoda s B-karotenem se uziva
pro hodnoceni vzorkli TAA, je vhodna i pro screening
smésnych vzorki®.

Jednou z nejuzivangjsich metod k hodnoceni schopnosti
latek eliminovat lipidovou peroxidaci je metoda TBA-MDA.
Je zaloZena na stanoveni jednoho ze sekundéarnich produktt
lipidové peroxidace malondialdehydu (MDA) na zakladé
jeho barevné reakce s kyselinou thiobarbiturovou (TBA),
méfi se absorbance pii 532 nm. Spektrofotometrické
stanoveni aduktdt TBA-MDA je jednoduché a citlivé, av§ak
nespecifické, zahrnuje stanoveni vSech latek reagujicich
s TBA (TBARs produkty, cit.>®). Vyhodou je, Ze test Ize re-
vyhodnocenim kvantity aduktt TBA-MDA je metoda
HPLC (cit.*?).

2.

2. Metody =zalozené na hodnoceni

redoxnich vlastnosti latek

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizovany
jako redukeni Cinidla, kterad reaguji s oxidanty, redukuji je a
tim je inaktivuji. Z tohoto pohledu lze antioxidacni aktivitu
posuzovat na zakladé redukéni schopnosti latky.

2.2.1. Metody chemicke
Metoda FRAP

Na principu redoxni reakce je zalozena metoda FRAP
(ferric reducting antioxidant potential, cit.*?). P¥i této meto-
d& redukuji antioxidanty ze vzorku komplex Fe’'-2,4,6-
-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe’*-TPTZ). Narist absorbance
pfi 593 nm odpovidajici mnozstvi komplexu Fe*"-TPTZ je
mirou antioxidacni aktivity vzorku. Metoda ma své limity
spocivajici v tom, Ze méfeni probiha pii nefyziologicky niz-
ké hodnoté pH (3,6), nejsou zachyceny s komplexem poma-
lu reagujici polyfenolické latky a thioly, navic vznikajici
Fe®* je in vivo jednim z reaktanti Fentonovy reakce. Metoda
FRAP tak odrazi pouze schopnost latek redukovat jon Fe** a
s celkovou antioxidacni aktivitou vzorku nemusi pozitivné
korelovat™.

2.2.2. Elektrochemické metody
Cyklicka voltametrie

Redoxni vlastnosti latek je mozno hodnotit cyklickou
voltametrii, ktera indikuje schopnost latek odstépovat

elektrony®*>. Pfi této metodd se na pracovni elektrodu
vklada potencialovy pulz s ur€itou rychlosti polarizace a
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soucasné se sleduji proudové odezvy v roztoku studované
latky. Ziskany zdznam zachycuje kiivka — tzv. cyklicky
voltamogram. Reduk¢ni schopnost latek se vyhodnocuje
dvéma parametry, a to z potencidlu anodického oxida¢niho
piku E, a jeho anodického proudu /5. Cim je nizsi hodnota
E, tim latka snadnéji odevzdava elektrony a mize byt lep-
$im antioxidantem. Z hodnoty vysky proudu anodického pi-
ku I, je mozné urcit koncentraci latek. Cyklicka voltametrie
je vhodna pro ziskani informace, zda latka je schopna
snadno odevzdavat elektrony a poté je mozné zvolit urcitou
metodu na stanoveni antioxida¢ni kapacity. Je prokazano, zZe
v fad€ pfipadl hodnoty E, koreluji s antioxidacni aktivitou
latek urenou jinymi metodami, napf. s lipoperoxidaci®,
DPPH (cit.*).

HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky je mozno velmi pfesn¢ a citlivé
detegovat pouzitim amperometrickych nebo coulochemic-
kych detektorti pfi analyze HPLC (HPLC-ECD). Pti HPLC-
-ECD se na pracovni elektrodu detektoru vklada urcity klad-
ny potencial. Pik latky se projevi pouze tehdy, je-li latka pfi
tomto potencialu oxidovana. Latku je tak mozno charakteri-
zovat nejen retenénim Casem, ale také potencialem, pii kte-
rém se oxiduje. To umoziuje analyzovat komplexni smési a
identifikovat v nich jednotlivé G¢inné antioxida¢ni kompo-
nenty na zéklad¢ hodnoty potencidlu aplikovaného na elek-
trodu®. Pfi analyze nerusi zbarveni smési, ale je nutné do-
drzet vysokou cCistotu reagencii v mobilni fazi (v€etné sni-
zeni koncentrace stopovych prvki). Hodnoceni antioxidac-
nich vlastnosti latek pomoci HPLC-ECD koreluje s riznymi
jinymi metodami na testovani celkové antioxidacni aktivity
latek, napt. s metodou DPPH (cit.***°).

3. Zavér

V moderni spolecnosti stoupa pocet civilizacnich one-
mocnéni, kterd souvisi s plsobenim volnych radikala.
Vzristd snaha chranit organismus pied témito radikaly.
K eliminaci jejich vlivu muZe pfispivat vyssi pfijem exo-
gennich antioxidantti, proto vzrista tendence hodnotit antio-
xidacni vlastnosti Cistych prirodnich latek, rostlinnych ex-
traktil i potravinovych doplitkli. Uvedeny prehled metodik je
vybérem z postupt, které jsou nejcastéji k tomuto ucelu
uzivany. Prestoze popsané metody poskytuji cenné udaje o
testovanych latkach, 7zadnd z nich dosud nema charakter
uplné informace o celkové antioxidacni aktivité, kterd by
komplexné vyhodnocovala tucinek latky v organismu.
K tomu pfispiva i skutecnost, Ze antioxidanty pfijimané po-
travou mohou pusobit bud’ ptimo v gastrointestinalnim trak-
tu, nebo mohou byt resorbovany do organismu. Pfi jejich
resorpci a nasledném metabolismu v jatrech a ostatnich tka-
nich dochazi k pfeméndm na dal$i metabolity, jejichZ antio-
xida¢ni ucinek miaze byt odlisny. Soubézné s testovanim
antoxidacni aktivity pfirodnich latek a jejich smési in vitro
je proto tieba vénovat pozornost hodnoceni antioxidaéniho
stavu organismu in vivo po jejich podani.
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H. Paulova, H. Bochoiakova, and E. Taborska
(Department of Biochemistry, Faculty of  Medicine,
Masaryk University, Brno): In vitro Methods for
Estimation of the Antioxidant Activity of Natural

Compounds

The role of free radicals in pathogenesis of many
dysfunctions such as carcinogenesis, cardiovascular diseases
and aging is intensively studied. Attention is focused on the
contribution of natural antioxidants to protection against the
processes. During the last decade, many analytical methods

Referaty

have been developed to determine the antioxidant activity of
natural compounds and their mixtures in vitro. This paper
reviews the assays used most frequently for this purpose.
The procedures are divided into two groups. The first group
involves the methods based on the generation of various
radical species and their elimination by treatment with
potential antioxidant compounds. The tests used for the
evaluation of total antioxidant activity (e.g., Trolox
equivalent antioxidant capacity, diphenylpicrylhydrazyl,
oxygen radical absorbance capacity) and the methods
testing the ability to prevent lipid peroxidation are included.
The other group includes the procedures that are based on
measurement of redox properties of compounds (ferric
reducing antioxidant potential assay, cyclic voltammetry,
HPLC with coulochemical detection).
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