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NATURAL ANTIOXIDANTS IN THE HUMAN BODY

SUMMARY

Oxidative stress is an imbalance in the redox status of a cell,
between the production of reactive oxygen species and antioxidant
defence mechanisms, leading to damage, potential mutations and
ultimately the formation of cancer. Defence against oxidative stress
is therefore an important factor in preventing the development of
many diseases. Synthetic antioxidants such as BHT, BHA, and
TBHQ have commonly been used to prevent oxidative deteriora-
tion of fats and oily foods. Nowadays, the scientists have casted
some toxicological doubts on synthetic antioxidants due to their
adverse side effects. Plants contain a wide variety of free radical
scavenging molecules, such as fenolic acids, flavonoids, antho-
cyanins, carotenoids and vitamins. This antioxidants can delay or
inhibit the oxidation of lipids or other molecules by inhibiting the
initiation or propagation of oxidative chain reactions. A number
of methods and variations have been developed and applied for
the measurement of antioxidant capacity, but very often there is
lack of correlation between activities determined in vivo and in
vitro. Accumulating evidence indicates that flavonoids are poorly
bioavailable and reach only low, micromolar concentrations
in human plasma, even after the intake of large amounts of
flavonoid-rich foods. In addition, most flavonoids are extensively
metabolized in vivo, which can affect their antioxidant activity.
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Ziota wykorzystywane sa w wielu dziedzinach,
w tym w medycynie i dietetyce. Sa one sktadni-
kami napojow, przypraw, barwnikéw, repelentéw,
substancji zapachowych i kosmetykow (1). Rosliny
wytwarzaja réznorodne substancje wykazujace zdol-
no$¢ neutralizowania wolnych rodnikéw; naleza do
nich flawonoidy, antocyjany, karotenoidy, kwasy
fenolowe, zwiazki lotne, katechiny oraz witaminy.
Antyoksydanty pochodzenia naturalnego maja funk-
cje wylapywania tlenu singletowego, rozktadania
nadtlenkéw, inhibicji enzymoéw oraz wspomagania
innych antyoksydantéw (2).

Roslinne zwiazki fenolowe, obecne w warzywach i
owocach wykazuja szereg aktywnosci biologicznych.
Oprocz dziatania antyoksydacyjnego, majq whasciwosci
antyproliferacyjne, przeciwbakteryjne, przeciwzapal-
ne, przeciwalergiczne (3, 4). W dzisiejszych czasach
naturalne antyoksydanty ciesza si¢ bardzo duzym za-
interesowaniem, poniewaz gldwna wada syntetycznych

antyoksydantow, stosowanych jako Srodki konserwu-
jace do zywnosci, sa efekty uboczne ujawniajace sie
in vivo (5). Badania wykazaly, iz pochodne butylowe
hydroksyanizolu (BHA) i hydroksytoluenu (BHT),
oraz trzeciorzgdowy butylohydrochinon (TBHQ)
kumuluja sie w organizmie, co skutkuje uszkodzeniem
watroby i powstawaniem nowotworéw (6).

Paradoks metabolizmu polega na tym, iz tlen jest
niezbedny do Zycia, przy czym jest to bardzo reak-
tywna czasteczka, ktora uszkadza zywe komorki, pro-
dukujac reaktywne formy tlenu (ROS) i powodujac
m.in. peroksydacje lipidow (7). Oksydacja zachodzi
w ponad jednej czwartej przypadkéw znanych reakcji
chemicznych katalizowanych przez enzymy w zywych
komorkach. Przewaznie jest to spowodowane przenie-
sieniem atoméw wodoru lub elektrondw z jednej cza-
steczki na druga. Reakcje metaboliczne tego typu sa
gléwnym zZrédtem energii dla proceséw zyciowych (8).
Stres oksydacyjny wynika z zakt6cenia réwnowagi
redoks w komdrkach, pomiedzy produkcja wolnych
rodnikéw i mechanizmami obronnymi. Prowadzi to
do uszkodzenia struktur komdrkowych, a ostatecznie
do powstawania nowotworow (9), jak rowniez niedo-
boréw odpornosci, cukrzycy, autoagresji, katarakty,
zwyrodnienia starczego plamki zottej, czy choroby
Alzheimera (10).

Reaktywne formy tlenu powstaja podczas oddycha-
nia komoérkowego, sa wyzwalane przez aktywowane
leukocyty, jako odpowiedZ immunologiczna oraz maja
pochodzenie egzogenne (10), takie jak smog, promie-
niowanie UV, dieta bogata w nasycone kwasy ttusz-
czowe i weglowodany (11). Wolne rodniki powstajace
w systemach biologicznych powoduja nieodwracalne
zmiany i destrukcje struktur komérkowych, takich
jak lipidy, biatka i DNA (12). Jednakze w normal-
nych warunkach komoérki maja systemy obrony przed
dziataniem wolnych rodnikéw tlenowych, jedynie
akumulacja ROS prowadzi do uszkodzenia komoérek,
starzenia i choréb (13). W fizjologicznych warunkach
nieodwracalne uszkodzenie DNA i organelli komor-
kowych prowadzi do apaptozy, czyli kontrolowane;j
$mierci komorki (14), jednakze nieodwracalnie zmie-
nione komorki nowotworowe unikaja apaptozy i sa w
stanie si¢ rozmnazac (15).
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Do mechanizméw obronnych organizmu zaliczamy
antyoksydanty: glutation, witaming C, witamine¢ E,
oraz enzymy: katalaz¢ (CAT), dysmutaze ponad-
tlenkowa (SOD), peroksydaze glutationowa (GPx),
reduktaze glutationowa (GR) i S-transferaze gluta-
tionowa (GST). Zwiazki te i enzymy sa zaangazowa-
ne w reakcje biochemiczne zapobiegajace utlenianiu
organelli komoérkowych. Stres oksydacyjny indukuje
prawie wszystkie rodzaje uszkodzefi DNA: modyfika-
cje zasad DNA, wypadnigcie zasad z faficucha DNA,
rozerwanie tancucha, potaczenia krzyzowe DNA z
biatkami, jakkolwiek rodzaj uszkodzenia zalezy od
rodzaju rodnika. Tego typu uszkodzenia DNA zna-
leziono w genach, ktérych dysfunkcja przyczynia sie
do rozwoju nowotwordw. Dysmutaza ponadtlenkowa
katalizuje rozktad ponadtlenkéw na nadtlenek wodoru
i tlen. Doswiadczalnie dowiedziono iz defekt SOD jest
zwiazany z kilkoma rodzajami nowotworéw. Katalaza
stymuluje rozktad ponadtlenku wodoru do wody i
tlenu, jakkolwiek jej dokladny mechanizm dzialania
nie jest poznany (16). Juzw 1960 r. Mason i wsp. (17)
donosili, iz pacjenci z nowotworami majg obnizony o
22% poziom katalazy watrobowe;.

Antyoksydant jest to substancja, ktéra obecna w
malym stezeniu w poréwnaniu do utlenianego substra-
tu, w znaczacy sposob opdznia albo hamuje utlenianie
substratu (18). Niektore antyoksydanty to bialka i
enzymy, podczas gdy inne to male czasteczki. Antyok-
sydanty mozna podzieli¢ na zapobiegajace utlenieniu,
zmiatajace rodniki, a takze odnawiajace (19).

Antyoksydanty zapobiegajace, jako pierwsza linia
obrony, hamuja powstawanie reaktywnych form tlenu
i azotu (ROS/RNS); przyktadowo redukuja nadtlenek
wodoru do wody, albo odseparowuja jony metali. An-
tyoksydanty zmiatajace usuwaja ROS szybko, zanim
zdaza one wejs¢ w interakcje z waznymi bioczasteczka-
mi. Dysmutaza ponadtlenkowa przeksztatca nadtlenki
do nadtlenku wodoru, natomiast karotenoidy zmiataja
tlen singletowy.

Zwiazki fenolowe stanowia druga zapobiegajaca
linie obrony in vivo. W dalszej kolejnosci przer6zne
enzymy naprawiajg zniszczenia, oczyszczaja komorki
ze zbednych metabolitéw i odbudowuja utracone
funkcje. Istnieja tez mechanizmy adaptacyjne, umoz-
liwiajace wygenerowanie danego zwiazku o charak-
terze antyoksydantu w odpowiednim miejscu, czasie
i stezeniu.

Antyoksydanty (IH) wylapujac wolny rodnik (X ")
oddaja atom wodoru (reakcja 1) lub elektron, po
ktérym nastepuje przekazanie protonu (reakcja 2),
czego wynikiem jest stabilna czasteczka (XH) i rodnik
pochodzacy od antyoksydantu (I"). Predkos$¢ reakcji
zalezy od potencjatu redoks, jak réwniez od energii

dysocjacji wiazania I-H lub/i potencjatu jonizacyjnego
antyoksydantu. Mechanizmy te zaleza od §rodowiska
reakcji (20). Natomiast pojemno$¢ antyoksydacyjna
zwiazkéw chemicznych zalezy od:

1. reaktywnoSci chemicznej, czyli stosunku wolnych
rodnikéw do ilosci zwiazanych,

loséw rodnika powstatego z antyoksydantu,
interakcji z innymi antyoksydantami,

stezenia i ruchliwosci w Srodowisku,

absorpcji, dystrybucji, magazynowania i metaboli-
zmu W organizmie.

Jest raczej mato prawdopodobne, iz antyoksydanty
naturalne zmiataja rodniki hydroksylowe, a tym bar-
dziej alkoksykowe in vivo, poniewaz rodniki te reaguja
gtéwnie z lipidami, biatkami, weglowodanami i DNA,
ktore w komodrkach sa w o wiele wiekszym stezeniu
niz antyoksydanty (19). Tymczasem ponadtlenki i
tlenek azotu sa malo reaktywne w stosunku do struk-
tur biologicznych i one wlasnie moga by¢ zmiatane
efektywnie. Antyoksydanty hydrofilowe, takie jak
kwas askorbowy i kwas moczowy, reaguja najpierw z
rodnikami obecnymi w fazie wodne;j.

Neutralizowanie wolnych rodnikéw w btonach bio-
logicznych i czasteczkach lipidéw zalezy od takich
czynnikow fizycznych, jak plynnos¢ Srodowiska i mo-
bilnos¢ antyoksydantu, jak réwniez jego reaktywno$¢
chemiczna. Predko§¢ zmiatania rodnikéw peroksy-
lowych przez a-tokoferol w btonach biologicznych
jest mniejsza niz w homogennym Srodowisku (21).
Przyczyna moze by¢ ograniczona ruchliwos¢ czaste-
czek o-tokoferolu spowodowana dtugim taficuchem i
umiejscowieniem aktywnego wodoru na powierzchni
btony lipidowej. Witamina E i koenzym Q réwniez
maja dtugi faficuch boczny, konieczny do wbudowania
i zatrzymania antyoksydantu w blonie, aczkolwiek
zmniejszajacy jego ruchliwos¢ i potencjat antyoksy-
dacyjny.

Antyoksydanty zlokalizowane sa w organizmie w
réznych przestrzeniach, niektére wewnatrzkomor-
kowo, inne zewnatrzkomorkowo, w zaleznosci od
hydrofilnosci lub lipofilnosSci Srodowiska. Dziatanie
antyoksydantow jest wzajemnie powiazane. Przykla-
dowo, witamina E neutralizujac wolny rodnik sama
staje sie rodnikiem, ktory moze oddziatywac z wielo-
nienasyconymi lipidami i indukowac kolejne tafcu-
chowe reakcje utleniania. W systemach biologicznych
witamina C redukuje rodnik witaminy E zanim ten
wejdzie w kolejne reakcje. Wykazano, ze w przy-
padku nieobecnosci witaminy C, witamina E nasila
utlenianie izolowanych czasteczek LDL i lipidéw
osocza (22), jakkolwiek powstaty rodnik o-tokoferolu
jest dosc stabilny i w normalnych warunkach reaguje
jedynie z innym rodnikiem (inna czgsteczka rodnika
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a-tokoferolu albo rodnikiem kwasu ttuszczowego)
dajac dwie stabilne czasteczki. Witamina E, znana
jako dobry lipofilowy antyoksydant, spetnia réwniez
funkcje czasteczki sygnalizacyjnej, jako regulator
ekspresji genow (23).

Wolne i zestryfikowane wielonienasycone kwasy
thuszczowe oraz cholesterol sa bardzo podatne na
dziatanie ROS. Ich utlenienie daje potencjalnie tok-
syczne produkty, takie jak 4-hydroksynonenal (HNE)
i akroleina, ktére modyfikuja biatka i zasady DNA,
co prowadzi do dysfunkcji i choréb. Do biomarkeréw
oksydacji zaliczamy produkty peroksydacji lipidéw,
oksydacyjne modyfikacje w ekspresji biatek i cukréw,
rozerwanie taficucha DNA, czy produkty utlenienia
zasad DNA (24).

Obrona przez stresem oksydacyjnym jest kluczo-
wym czynnikiem w zapobieganiu wielu chorobom.
Antyoksydanty przyjmowane z pozywieniem pomagaja
w ochronie organizmu przed stresem oksydacyjnym,
jednak nie tylko neutralizujac wolne rodniki, ale
takze dodatkowo petniac funkcje regulatorowa dla
enzymo6w antyoksydacyjnych i detoksykacyjnych, jak
réwniez sa czynnikami sygnatowymi i wplywajacymi na
ekspresje genow (25). Zwigzki fenolowe odznaczaja
sie¢ wlasciwoSciami redoks, czyli sa reduktorami w
reakcjach przekazywania elektronéw; sa rowniez do-
norami wodoru, wigza tlen singletowy. Moga rowniez
chelatowac metale (26).

Metody opisujace pojemnoS$¢ antyoksydacyjng po-
dzielono na grupy za wzgledu na rodzaj zachodzacego
oddzialywania chemicznego. Pierwsza grupa bazuje na
przekazaniu elektronu (SET) i zmianie barwy zredu-
kowanego rodnika. Zalicza si¢ tu oznaczenie z jonami
zelaza (ferric reducing antioxidant power — FRAP),
metode réwnowaznikéw o-tokoferolu/Troloxu (equ-
ivalent antioxidant capacity —- TEAC/TEAC) i reakcje
z 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylem (DPPH).

Druga grupa opiera si¢ na przekazywaniu atomu
wodoru (HAT) i zalicza si¢ tu metode wyznaczajaca
parametr calkowitego wigzania rodnikéw (total radi-
cal trapping antioxidant parameter — TRAP), badanie
pojemnosci zmiatajacej dla rodnikéw tlenowych
(oxygen radical absorbance capacity — ORAC) oraz
badanie pojemnoSci antyoksydacyjnej dla rodnikéw
peroksylowych na podstawie chemiluminescencji
(LPSC) (27).

Procedury mierzace aktywno$¢ antyoksydacyjna
in vitro czesto bazuja na wytworzeniu i wigzaniu
wolnego rodnika o nie biologicznym charakterze.
Procedury te nie maja dokladnego przetozenia na
warunki in vivo. Zbyt wiele zwigzkéw chemicznych
wystepujacych in vivo moze mie¢ wpltyw na przebieg
reakcji redoks (28).

Badania wykazaly, iz antyoksydanty wykazuja rozna
aktywnos¢ w Srodowisku poszczegdlnych elementéw
komorkowych, w poréwnaniu do aktywnosci w calej
komorce. Btona komérkowa stanowi bariere, kto-
ra wplywa na biodostepnos§é wewnatrzkomoérkowa
antyoksydantow. Bariera ta moze zmniejszac efekt
genoprotekceyjny albo genotoksyczny antyoksydantow
(29). Zwiazki fenolowe pochodzenia naturalnego, np.
flawonoidowe, sa intensywnie metabolizowane in vivo,
co powoduje zmiane ich potencjatu redoksowego.

Oczywisty jest rowniez fakt, ze formy zwiazkow
fenolowych wystepujacych in vivo nie sa tymi samymi
zwiagzkami, jakie izoluje si¢ z roSlin. W organizmie
ludzkim, podczas transportu przez jelito cienkie, za-
chodzi najpierw intensywna I faza deglikozylacji, a
nastepnie I faza metabolizmu przeksztalcajaca agli-
kony w pochodne siarczanowe i O-metylowe. Dalsze
przeksztalcenia flawonoidéw zachodza w okreznicy,
gdzie enzymy mikroflory bakteryjnej degraduja fla-
wonoidy do prostych kwasow fenolowych, ktore moga
sie wchianiac¢ i podlegaé dalszym przeksztatceniom w
watrobie (30).

Calkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna produktow
roslinnych oraz przetworzonej zywnosci zalezy od
pozytywnego i negatywnego wzajemnego synergizmu
sktadnikéw aktywnych o dziataniu antyoksydacyjnym.
Synergizm dziatania obserwuje si¢ pomiedzy witami-
na C1iE, jak réwniez pomiedzy witaming E i flawan-
3-olami, ktére regeneruja witamine E, podobnie jak
witamina C. Obie te witaminy nie naleza do gléwnych
sktadnikéw produkowanych przez roSliny. Witami-
na C w owocach stanowi mniej niz 15% pojemnosci
antyoksydacyjnej, dlatego zwiazki fenolowe stanowia
wiekszos$¢ pojemnosci antyoksydacyjnej ekstraktow ro-
Slinnych. Pojemno$¢ antyoksydacyjna poszczegdlnych
zwiazkow fenolowych waha si¢ w zakresie od 76,3 mg
ekwiwalentu witaminy C dla kwasu chlorogenowego,
do 245 mg ekwiwalentu witaminy C dla epikatechiny
w przeliczeniu na 100 mg antyoksydanta. Aktywnos¢
antyoksydacyjna zwiazk6éw fenolowych zalezy od licz-
by i pozycji podstawionych grup hydroksylowych i
metoksylowych oraz od glikozylacji wokét szkieletu
czasteczki. Zamiana jednej grupy metoksylowej w
pierscieniu B cyjanidyny powoduje zanik struktury
katecholowej i spadek pojemnosci antyoksydacyjnej
0 55,6%. Roéwniez glikozylacja aglikonéw powoduje
spadek aktywnosci antyoksydacyjnej (31).

Podsumowujac, nalezy zwrdci¢ uwage na bogactwo
zwigzkow naturalnych o charakterze antyoksydantéw i
ich wykorzystanie w suplementacji diety ludzkiej. Wie-
le antyoksydantow o charakterze karotenoidéw, an-
tocyjanow, katechin i flawonoidéw jest dostarczanych
do organizmu w warzywach i owocach. Wiele z tych
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substancji wykazuje dziatanie ochronne dla ludzkich
komorek, zmniejszajac prawdopodobiefistwo rozwoju
nowotworow i choréb neurodegeneratywnych.

Przeprowadzono wiele badan nad aktywnoscia
antyoksydacyjna zwiazkdéw pochodzenia naturalnego,
jednak nadal wiekszos$¢ z nich stanowia badania in
vitro, nie oddajace rzeczywistych proceséw zachodza-
cych w ludzkim organizmie. Z drugiej strony, pomiar
pojemnosci antyoksydacyjnej naturalnych polifenoli w
warunkach in vivo jest niezmiernie trudny ze wzgledu
na bogactwo proceséw biochemicznych zachodzacych
jednoczes$nie w komdrkach. Interpretujac pomiary
pojemnosci antyoksydacyjnej wykonywane in vitro,
nalezy réwniez pamietal, ze niektore zwiazki natu-
ralne przechodza szereg przeksztalcen chemicznych
w przewodzie pokarmowym zanim dostang si¢ do
krwi. Powstaje wowczas pytanie, jaki zwigzek dziata
antyoksydacyjnie in vivo i jaka jest jego wydajnos¢
antyoksydacyjna?
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