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2 UVOD

Biologické antioxidanty jsou pfirodni molekuly, které maji schopnost predchazet
nekontrolovatelnému vzniku volnych radikald, reaktivnich forem kysliku a dusiku nebo
zpomalit ¢i Gplné zastavit jejich reakce s biologickymi strukturami. V uz8im slova smyslu
jde o skupinu latek, nachéazejicich se v zivych organismech. Pravé pro jejich ochranné
vlastnosti pted volnymi radikaly jsou pro Zivé organismy nezbytné, nebot’ Se V nich
odehrava fada procesu, pii kterych vznikaji reaktivni formy, latky organismy poskozujici,
tedy velmi nebezpecné, a zptsobujici fadu chorob.

Latky putsobici jako antioxidanty maji obecné riiznou ucinnost, kterd se da
kvantifikovat pomoci veli¢iny zvané antioxidac¢ni kapacita. Vzniklo mnoho metod, které ji
umoznuji zméfit. Jedna z metod vyuziva emise svétla uvolnéné pifi chemiluminiscenéni
reakci luminolu. Emisi svétla u luminolu vyvolavaji pravé volné radikaly a to predurcuje
chemiluminiscenéni metody k méteni antioxidacni kapacity.

Antioxidanty se déli na hydrofilni a lipofilni. Protoze lipofilni antioxidanty nelze
rozpustit ve vodném prostiedi, je obtizné stanovit jejich antioxidacni kapacitu metodami,
které se pouzivaji pro hydrofilni antioxidanty. ReSeni t&chto obtizi u lipofilnich
antioxidantt spoc¢iva v jejich solubilizaci za pouziti povrchové aktivnich latek.

Cilem této prace je zjisténi interakce povrchové aktivnich latek s reakéni smési,
kterda obsahuje kienovou peroxidasu, luminol, peroxid vodiku a antioxidant pfi
fyziologickém pH (7,4). Studium vlivu povrchové aktivnich latek na cely
chemiluminiscen¢ni systém je nezbytné, nebot” u nékterych povrchové aktivnich latek
existuje moznost, ze jejich pisobenim dojde Kk denaturaci kienové peroxidasy. Dal§im
cilem prace je nahrazeni kfenové peroxidasy anorganickym systémem a provedeni
obdobné studie vlivu povrchové aktivnich latek na reakéni smés. Reakéni smés,
poskytujici obdobné vysledky jako reakéni smés s kienovou peroxidasou obsahuje: chlorid
kobaltnaty, luminol, peroxid vodiku a pufr Bis-Tris (pH = 8). V praci bylo pro solubilizaci
lipofilnich antioxidantl testovano pét povrchové aktivnich latek a byl studovan jejich vliv

na stanoveni antioxida¢ni kapacity modelovych hydrofilnich a lipofilnich antioxidantt.



3 TEORETICKA CAST

3.1 VOLNE RADIKALY

Radikalem se oznaCuje atom nebo molekula sjednim nebo vice neparovymi
elektrony. Neparové elektrony déavaji volnému radikalu znaény stupen reaktivity [1].

Radikaly se déli na radikal anionty, radikal kationty a radikaly bez naboje [2].

3.1.1 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species, ROS) se déli na volné radikaly a
reaktivni formy neradikalové povahy. Dalsi zptisob déleni je na iontové a neiontové [3].

Metabolické pochody v téle jsou doprovazeny redoxnimi reakcemi, pii kterych
dochazi k ptenosu elektrond mezi biomolekulami. Metabolické pochody reprezentuji
nezbytnou ¢ast aerobniho zivota, protoze kyslik je kone¢nym akceptorem elektronu
v systétmu produkujiciho energii ve form¢ ATP. V uvedeném systému probihaji
dvouelektronové redoxni reakce, problémy nastavaji, zaéne-li dochazet K pienosu
samostatnych elektront, tim se zacnou generovat volné radikaly.

Mezi ptiklady kyslikovych volnych radikali, znamé jako reaktivni formy kysliku,
zahrnujeme superoxidovy radikal anion (O;"), hydroperoxylovy radikal (HO,), jde o
protonovanou formu superoxidového radikal aniontu), alkoxylové radikaly (RO-),
peroxylové radikaly (ROO-) a hydroxylovy radikal (OH-). Dale také existuji reaktivni
formy kysliku neradikélové povahy, jako jsou singletovy kyslik (*O,), ozon (Os), peroxid
vodiku (H20;) a kyselina chlorna (HCIO) [4].

Radikaly odvozené od kysliku reprezentuji nejdileZzitéjsi skupinu radikalovych
forem tvofticich se v organismu. Molekula kysliku ma unikatni elektronovou konfiguraci,
piida-li se k ni jeden elektron, vznikne superoxidovy radikalovy anion, ktery je povazovan
za primarni ROS. Pfidanim dalSiho elektronu k superoxidovému radikalu se zformuje
anion peroxidu vodiku, ze kterého vznikne ptidanim tfetiho elektronu hydroxylovy radikal.
Hydroxylovy radikal je jeden z nejreaktivnéjsich, a proto je nebezpecny.

Superoxidovy radikal anion mtize dale interagovat, pfimo nebo za enzymové
katalyzy nebo katalyzy kovem, s dal§imi molekulami za vzniku sekundarnich ROS [1].

Zdroje vzniku ROS mohou byt endogenni i exogenni. Potencionalni endogenni

zdroje zahrnuji mitochondrie, metabolismus cytochromu P450, peroxisomy a aktivaci



zanétlivych bunék. Napiiklad mitochondrie vyrdbi znacné mnozstvi peroxidu vodiku a
superoxidového radikal aniontu.

Krom¢ mitochondrii existuji jesSté¢ dalsi moznosti vzniku tohoto radikalu, napf.
reakcemi katalyzovanymi xanthinoxidasou, enzymem, ktery je zna¢né rozsifen (od bakterii
po lidi) a nejhojnéji se vyskytuje uvniti riznych tkani savct. Xanthinoxidasa katalyzuje
reakci hypoxanthinu na xanthin a dale xanthinu na kyselinu mocovou. V obou krocich se
redukuje kyslik a tim vznika superoxidovy radikal anion a z né&j pak disproporcionaci
peroxid vodiku.

Hlavnim zdrojem vSech radikalli ve zdravém organismu a ptredevsim v Zivo¢isnych
bunkach je redukce jednoho elektronu molekularniho kysliku, ¢imz vznikéd superoxidovy
radikal anion. Tento radikal se tvoii v komplexu NADPH oxidasy Vv cytoplasmatické
membrané, membranach endoplasmatického retikula nebo v dychacim fetézci na vnitini
membrané mitochondrii.

Superoxidovy radikal anion je schopen redukovat trojmocné zelezo ulozené ve
ferritinu nebo obsazené v komplexech Zeleza na dvojmocné Zelezo za podminek
neptiznivych pro bunku. Dvojmocné zelezo dobife reaguje s peroxidem vodiku nebo
chlornanem za vzniku hydroxylového radikdlu. Hydroxylovy radikdl spousti proces
lipidové peroxidace a generovani lipidovych radikalu [5].

Dalsi endogenni zdroje bunéénych ROS jsou neutrofily, eozinofily a makrofagy
(druhy bilych krvinek). Pfi imunitni odpovédi se makrofagy aktivuji, spousti se proces
zvany respiracni vzplanuti fagocytl a vznikéd superoxidovy radikal anion, oxid dusnaty a
peroxid vodiku. Proces je doprovdzen zvySenym piijmem kysliku.

ROS mohou byt produkovany také fadou exogennich procesi. ROS lze ptimo
ziskat nebo nepfimo vyvolat environmentdlnimi latkami, vcetné negenotoxickych

karcinogent [6].

3.1.2 REAKTIVNI FORMY DUSIKU

Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species, RNS) jsou odvozeny od dusiku
a déli se na radikalové a neradikalové, iontové (napi. peroxonitritovy anion) a neiontové
(napt. oxid dusnaty) [3].

Mezi radikalové patii oxid dusnaty (NO-) a dusicity (NOy), mezi neradikalové
RNS patii nitrosylovy kation (NO™), nitroxyl (NO), kyselina dusita (HNO), oxid dusity
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(N2O3), oxid dusi¢ity (N2Og4), peroxonitritovy anion (peroxodusitan, ONOO’) a
alkylperoxynitrit (ROONO) [7].

Oxid dusnaty je mala molekula obsahujici jeden neparovy elektron, a proto je
radikdlem. NO radikdl vznikd v biologickych tkanich specifickou syntézou oxidu
dusnatého, pii kter¢ se metabolizuje arginin na citrulin za katalyzy NO synthasy
prostifednictvim péti elektronové oxidacni reakce. Oxid dusnaty je velmi reaktivni radikal,
hrajici roli dulezité biologické signaliza¢ni molekuly, v §iroké S$kale rtznych
fyziologickych procesti. Mezi tyto procesy se fadi neurotransmise, regulace krevniho tlaku,
relaxace hladkého svalstva a imunitni regulace.

Jak jiz bylo uvedeno, buiiky imunitniho systému (makrofagy) vytvaieji béhem
respira¢niho vzplanuti, spusténého zanétlivymi procesy, superoxidovy radikal anion a oxid
dusnaty, které spolu za téchto podminek reaguji a produkuji vyznamné mnozstvi vice
reaktivniho peroxonitritového aniontu [1]. Peroxonitritovy anion se dale rozklada na
dusitan a kyslik (Obr. 1).

Peroxonitritovy anion je efektivnéjsi pro tvorbu hydroxylového radikalu nez reakce
Zeleznatych ionti s peroxidem vodiku (znama jako Fentonova reakce). Peroxonitritovy

anion je silny oxidant a miize pfimo reagovat se skupinami bohatymi na elektrony [8].

= Piima oxidace

CO - .-
05+ NO —>ONOO~ —* ONOOCO, —* CO; *+NO,

b 1/2 NO \«
/ EE A ONOOH —=HO - + 'NO,
+NO, |
4 /

7 OONO2 N293

| b Sy
O,+ NO, 2 No2 Nitrosace

Obrazek 1: Vzdjemné piisobeni oxidu dusnatého, superoxid radikal aniontu,

peroxinitritového aniontu a oxidu dusicitého [8].

3.1.3 SkobLIVOST ROS ARNS

ProtoZe antioxidanty nejsou uplné spolehlivd ochrana organismu pied volnymi
radikaly, muze dochazet ke vzniku nadbytku volnych radikali v téle, ¢imz dochazi

k vétsimu poskozeni organismu. Tomuto efektu se fika oxidac¢ni stres. Pokud se objevi
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mirny oxidaéni stres, tkdné¢ na néj obvykle odpovi vytvafenim vétsStho mnozstvi
antioxidant. Kdyz uz je stres vazny, zpusobi buiikdm poskozeni a jejich nédslednou smrt.
Bunécna smrt zapfi¢inéna volnymi radikaly miize vést az k odumieni tkané (nekr6za) nebo
k fizené bunééné smrti (apoptoza) [9].

Ptic¢inou oxidac¢niho stresu je nedostatecné mnozstvi antioxidantl. Jejich nedostatek
muize byt zplisoben napf. mutacemi, které ovlivni aktivitu enzymatickych antioxidantd,
nebo toxickymi latkami, které vycCerpavaji enzymatické antioxidanty (napf. vétSina
xenobiotik je metabolizovana konjugaci s glutathionem a vysoké davky xenobiotik mohou
zpusobit jeho vycerpani). Dalsi pfi¢inou oxidac¢niho stresu mize byt zvySena produkce
ROS a RNS v dusledku vystaveni vétSimu mnozstvi toxin. Toxiny jsou samy o sobé
reaktivnimi formami (napf. plyn oxidu dusicitého, NO;) nebo jsou metabolizovany tak, ze
generuji tyto formy [10].

Ve vysokych koncentracich mohou ROS velmi $kodit, protoze poskozuji lipidy
Vv bunéénych membranach, proteiny v tkanich nebo enzymech, sacharidy a DNA a
vyvolavaji oxidace, které zptsobuji poSkozeni membran, DNA a zménu struktury proteini
a enzymu. Tyto typy poskozeni hraji hlavni roli v procesech starnuti a vzniku nékterych
degenerativnich nemoci (napf. nemoci srdce, Sedy zakal, kognitivni dysfunkce a rakovina)
[4].

Hydroxylovy radikal je schopen reagovat se vSemi komponentami v molekule
DNA a poskozovat jak purinové a pyrimidinové baze, tak patet deoxyribosy. Trvald zména
genetick¢ého materidlu, ktera vyuUsti z oxidativniho poskozeni, reprezentuje prvni krok
k mutagenezi, karcinogenezi a starnuti.

Je znamo, Ze kovy vyvolany vznik ROS, nemé za nasledek pouze utok na DNA, ale
také na jiné casti bunck, zahrnujici zbytky polynenasycenych mastnych Kkyselin,
fosfolipidi, které jsou extrémné citlivé na oxidaci [1].

RNS jako peroxonitritovy anion a oxidy dusiku také zpiisobuji poSkozeni DNA,
konkrétné peroxonitritovy anion zpusobuje fragmentaci DNA. Po reakci s guaninem se
peroxonitritovy anion pfeméni na 8-nitroguanin. Kvili jeho struktuie vyvola tento adukt
tzv. transverzi guanin : cytosin na thymin : adenin. Zatimco v DNA je dusikovy adukt
malo stabilni, v RNA vykazuje stabilitu mnohem vyssi [6].

Oxid dusnaty narusuje dychani navazanim na hemové skupiny v proteinech. Jeho
pfitomnost v mitochondriich miize pozménit mnoho procesi napt. dychani, vznik

mitochondrii a oxidac¢ni stres [3].
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Vedle oxidac¢niho stresu, existuje jesté dusikovy stres, ktery je zplisoben zvySenou
produkci reaktivnich forem dusiku a nastava v ptipadé€, Ze vznik RNS v systému ptekroci
jeho schopnost je neutralizovat. Dusikovy stres muze vést k reakcim, které pozmeénuji

strukturu proteind a tim jim brani v jejich normalnich funkcich [1].

3.2 ANTIOXIDANTY

Ptirodni antioxidanty se nachazeji v zelening, ovoci, kofeni, ¢aji a bylinkach. Jako
jejich zdroje mohou také poslouzit olejnatd semena, ofechy, obiloviny, luSténiny a
zivocisné produkty. Konzumace antioxidantli snizuje riziko rakoviny a kardiovaskularnich
onemocnéni [11].

Jak jiz bylo zminéno, antioxidanty jsou piirodni molekuly, které maji schopnost
ptedchazet nekontrolovatelnému vzniku volnych radikald, reaktivnich forem kysliku a
dusiku nebo zpomalit ¢i uplné zastavit jejich reakce s biologickymi strukturami [12].

Tim, Ze je organismus vystaven riznym zdrojim volnych radikald, je donucen si
rozvinout mnoho obrannych mechanismi proti oxida¢nimu stresu. Mezi tyto mechanismy

se fadi mechanismy prevence, opravy, fyzické mechanismy ochrany a antioxidanty [1].

3.2.1 DELENI ANTIOXIDANTU

Antioxidanty se daji rozdélit na enzymatické, zahrnujici superoxiddismutasu,
glutathionperoxidasu a katalasu, a neenzymatické, mezi které patii tzv. nizkomolekularni
antioxidanty — kyselina askorbova (vitamin C), tokoferol (vitamin E), glutathion,
karotenoidy a flavonoidy. Za normalnich okolnosti je mezi obéma skupinami nastolena
rovnovaha nezbytna pro zdravi a pfeziti organismu [1].

Nizkomolekularni antioxidanty se dé&li na hydrofilni a lipofilni. Hydrofilni
antioxidanty nalezneme v cytosolickych, mitochondrialnich a jadernych prostorech.
pohybuje v rozmezi 1 — 10 mmol/l. Hydrofilni antioxidanty zachytavaji kyslikové volné
radikaly ve vod€ za pomoci presunuti jednoho elektronu nebo atomu vodiku.

HO HS
= H O

= O
: NH COOH
HOOC\A)LN i

NH s!

Obrazek 2: Vzorec kyseliny askorbové a glutathionu.
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Mezi zastupce hydrofilnich antioxidantt patii také ergothionein (Obr. 3), ktery se
vV soucasné dobé stava predmétem intenzivniho vyzkumu. Jde o aminokyselinu, jejiz
struktura je uvedena na Obr. 3. Je syntetizovan pouze plisnémi a mykobakteriemi,
zachytavan kofeny rostlin a do bun€k savci se dostava v potravnim fetézci. V organismu je
transportovan specifickym proteinem ETT do mist s vysokou potencionalni mirou
oxidaéniho stresu — o¢ni Cocka, jatra, kize, seminalni plasma apod., jeho koncentrace
v n¢kterych tkanich dosahuje 0,1 — 1 mmol/l, coZ ho stavi do pozice mocného chemického
zachytavaCe mnoha kyslikovych forem. V organismu zachytava hydroxylové radikaly,
peroxonitritové anionty a zhasi singletovy kyslik. Pfedev§im vSak zachytava kyselinu
chlornou produkovanou myeloperoxidasou v leukocytech a hyper-valentni komplexy

zeleza odvozené od myoglobinu a hemoglobinu [12].

I
AN o}
HN .
>7/NH /T\
$

Obrazek 3: Vzorec ergothioneinu.

Dalsimi hydrofilnimi antioxidanty jsou flavonoidy patiici mezi polyfenoly, které se
béZné vyskytuji v rostlinach jako jejich sekundarni metabolity. Nejvice flavonoidl lze
ziskat ze zeleniny, zovoce a z ndpoji. Jejich antioxidacni aktivita se uplatiiuje pfii
zablokovani  procestt  zpusobenych enzymy (xanthinoxidasa, —myeloperoxidasa,
lipoxygenasa a cyklooxygenasa) [11].

V bunéénych systémech se nachazi bunéné membrany, jejichz soucésti jsou
lipoproteiny. Bunéna membrana se sklada s fosfolipidové dvojvrstvy a proteinu. Lipidy
obsaZzené¢ v bunéénych membranach a lipoproteinech jsou poSkozovany reaktivnimi
formami kysliku specifickym metabolickym pochodem, ktery se nazyva peroxidace lipidu.
Peroxidace lipidil je fetézovy proces, ktery nastava v piipadé, ze ROS zacnou piejimat
elektrony lipidiim, coZ zptisobi jejich oxidativni degradaci a tim dojde k poSkozeni bunék.
Peroxidace lipida probiha ve tiech krocich — propagace, iniciace a terminace.

Pted lipidovou peroxidaci buniku chrani lipofilni antioxidanty, které prerusuji tento
fetézovy proces jiz V propagacnim kroku nebo mu uplné zabrani zni¢enim peroxidového

radikdlu nebo zablokovanim vzniku hydroperoxidii ze singletovych kyslik 10,.
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V zivocisnych bunkach mezi lipofilni antioxidanty zahrnujeme primarni a-tokoferol, ktery
zachytava radikaly vzniklé z peroxidace lipidl, sekundéarni karotenoidy, zachytdvajici
volné radikaly a zhaSejici singletovy kyslik, a redukovanou formu koenzymu Q, tzv.
ubichinol [12].

Vitamin E zahrnuje skupinu u¢innych antioxidantd. Strukturni analyzy odhalily, ze
molekuly s antioxida¢ni kapacitou vitaminu E zahrnuji Ctyfi tokoferoly (a, B, v, ) a Ctyfi
tokotrienoly (a, B, vy, 0). V piirodé se vitamin E nejcastéji vyskytuje ve formé a-
tokoferolu, ktery je nejaéinngj$im antioxidantem proti peroxidovym radikalum ve

fosfolipidové dvojvrstve [13].

CHg3

CHj

Obrazek 4: Vzorec a-tokoferolu.

Mezi dal§i antioxidanty ukotvené Vv bunéfnych membranach patii karotenoidy
(napf. lykopen, B-karoten) a polarngj$i oxykarotenoidy nebo xantofyly obsahujici keto
a/nebo hydroxy skupiny na koncovém kruhu. Karotenoidy se vyskytuji uvnitf jadra
hydrofobni membrany s mnohacetnymi orientacemi, zatimco xantofyly obvykle pfijimaji
rigidni orientaci. Karotenoidy se chovaji jako zhasece singletového kysliku, coz je jejich

hlavni pfednosti [12].

Obrdazek 5: Vzorec f-karotenu a lykopenu.
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3.2.2 ANTIOXIDACNI KAPACITA

Antioxida¢ni kapacita je veli¢ina umoznujici kvantifikovat schopnost slouceniny
vyznamné potlacit, zpomalit nebo predejit zdravi Skodlivym procesiim oxidace, za které
jsou zodpovédné reaktivni formy kysliku ¢i jiné radikaly. Protoze jsou tyto reaktivni formy
povazovany za vznik mnoha nemoci, je vynalozeno velké usili na vyvoj metody pro
zhodnoceni antioxidacni kapacity rozmanitych sloucenin a rostlinnych extrakta [14].

Celkova antioxidac¢ni kapacita (total antioxidant capacity, TAC) je Casto pouzivany
parametr pro charakteristiku potravinaiskych vyrobkii a antioxida¢niho statusu téla (t€lnich

tekutin, tkani, apod.) [15].

3.3 METODY NA MERENI ANTIOXIDACNI KAPACITY

Pro zhodnoceni antioxida¢ni kapacity bylo vyvinuto mnoho metod. Vétsina metod

pro stanoveni antioxidacni kapacity spociva v:

1. Generaci vhodného volného radikélu.

2. Volny radikal reaguje s indikatorem a indikator je volen tak, ze prib¢h reakce je
snadno monitorovatelny vhodnou analytickou metodou, napt. fluorescenéni
spektrometrii, spektrofotometrii, chemiluminiscenci apod.

3. Pfi pfidani vzorku, jehoz antioxidac¢ni kapacita je stanovovana, dochazi ke
zpomaleni pfip. zastaveni reakce mezi volnym radikdlem a indikatorem, protoze
volné radikaly reaguji s molekulami antioxidantii ve vzorku.

4. Antioxidacni kapacita se stanovi bud’to ze zmény kinetiky reakce volného radikéalu
s indikatorem po pfidani vzorku antioxidantu nebo z €asu, po ktery je indikacni
reakce potlacena. Antioxidacni kapacita se zpravidla vyjadiuje relativnim
zpusobem, tzn., ze vysledky metody se vztahuji k vhodnému standardu (nejcastéji

k troloxu, ke kyseliné gallové apod.).

Nejcasteji vyuzivanymi metodami zaloZenymi na vySe uvedeném principu jsou:
total radical trapping parameter (TRAP), trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) a
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) [14]. Alternativné se da antioxida¢ni kapacita
ur¢it stanovenim celkového mnoZstvi antioxidanti (TAC) ve vzorku, které se méfi

chemickymi metodami se spektrometrickou nebo fluorimetrickou detekci. Mezi tyto

16



metody se fadi ABTS/TEAC (ABTS = [2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonova
kyselina)]), FRAP, DPPH a CUPRAC [15].

Pti reakcich antioxidant s volnymi radikaly resp. redukénimi Cinidly se uplatiuji
dva zakladni mechanismy — pienos atomu vodiku (hydrogen atom transfer, HAT) a pfenos
elektronu (electron transfer, ET). Metody pro stanoveni antioxida¢ni kapacity lze rozdélit
dle ptevazujiciho mechanismu.

Metody, zalozené na HAT principu, kvantifikuji schopnost antioxidantu likvidovat
volné radikaly formalnim piedanim atomu vodiku. Nejcastéji se HAT mechanismus
uplatiiuje pii reakcich sloucenin fenolického typu (Ar-OH) s ROO- radikaly. Uvedené
reakce se nejéastéji monituruji metodami ORAC a TRAP [15].

ET metody se uplatiuji pii metodach stanoveni antioxida¢ni kapacity, které
vyuzivaji redukéni schopnost antioxidantd. Pti téchto metodach je ke vzorku, ktery
obsahuje antioxidanty pfiddno vhodné &inidlo (kovovy ion - Fe**, Cu?*, piip. vhodné
radikaly — ABTS-" radikal kation apod.) pfenosem elektronu [16]. Jak se ¢inidlo (pisobici
jako oxidant) redukuje, dochazi ke zméné€ jeho =zabarveni, kterd se sleduje
spektrofotometricky. Mezi tyto metody se fadi ABTS/TEAC, FRAP, DPPH a CUPRAC
[15].

3.3.1 ORAC

Metoda ORAC byla poprvé navrzena v pracech Ghiselliho et al. [17] a Cao et al.
[18]. Zakladem metody je pouziti bis azidového iniciatoru jako AAPH [2,2"-azobis(2-
amidinopropan)dihydrochlorid], ktery pfi zahtati, za pfitomnosti dostate¢ného mnozstvi
kysliku, vytvaii peroxidové radikaly. Radikaly potom reaguji s fluorescenc¢ni sondou a
dochazi ke zhaseni jeji fluorescence. Pokles fluorescence se sleduje spektrofotometricky.
Porovnava se pokles fluorescence reakéni smési obsahujici pouze peroxidové radikaly a
fluorescenéni sondu s poklesem fluorescence smési, kterd obsahuje navic jesté antioxidant.
Pokles fluorescence je pomalejsi v pfitomnosti antioxidantu. Antioxida¢ni kapacitu urcuje
plocha mezi kiivkami, které vyjadiuji zhaSeni fluorescence v obou uvedenych piipadech
[15].

Ptvodni ORAC metoda vyuzivala jako sondu fluorescencni protein B-fykoerythrin.
Kvili problémim s nekonzistentnosti vysledkd, citlivosti na svétlo a reakcim s polyfenoly

byl B-fykoerythrin nahrazen fluoresceinem [15]. Fluorescein je fluorescenéni indikator,
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ktery je stabilni a ma vysoky kvantovy vytézek fluorescence [19]. Pouzitim fluoresceinu
bylo dosazeno reprodukovatelnéjsich vysledki nez v pipadée pouziti B-fykoerythrinu [20].

ORAC je Siroce pouzivana metoda v USA, kde s jeji pomoci méti celkovou
antioxidacni kapacitu vzorkli rozmanitého ptivodu (farmaceutické produkty, potravinaiské
a zemede€lské vyrobky a vzorky lidského a zvifeciho krevniho séra). Jako kalibracni
standard se pouziva trolox, ve vod¢ rozpustny analog vitaminu E [21].

Nevyhodou ORAC metody je, ze metodou neni mozné méfit lipofilni antioxidanty.
Aby byla ORAC metoda pouzitelna na lipofilni antioxidanty, doSlo k jeji modifikaci.
Solubilizace lipofilnich antioxidantli byla umoznéna pomoci roztoku (50% aceton/50%

voda (v/v)) obsahujiciho 7% nahodné methylovaného B-cyklodextrinu [16].

3.3.2 TRAP

Metoda TRAP byla popsana Waynerem et al. [22]. Stanovuje schopnost
antioxidantu ovlivnit reakci mezi peroxidovymi radikaly a cilovou sondou. Principialné je
variantou metody ORAC, ale pouziva $ir§i rozmezi iniciatord a sond. Inicia¢ni radikaly
jsou generovany azidy (napt. AAPH), enzymy (napf. kienova peroxidasa), NO- radikalem,
singletovym kyslikem nebo ABTS. Jako sondy se pouzivaji dichlorofluorescein diacetat,
B-fykoerythrin, fluorescein a luminol [15].

Podobné jako u metody ORAC, i zde dochazi ke zhaSeni fluorescence sondy
volnymi radikaly, kdy v pfitomnosti antioxidantu je zhaSeni fluorescence potlaceno.
Oxidace sondy je sledovana opticky nebo pomoci fluorescence.

Metoda TRAP ma n¢kolik predpokladi, které by mély byt splnény:

- sonda musi reagovat s ROO- radikalem v nizkych koncentracich,
- musi se projevit dramaticka spektroskopickd zména mezi ptivodni a oxidovanou
sondou pro dosazeni co nejvetsi intenzity,

- nesmi se objevit radikalova fetézova reakce pii oxidaci sondy.

Antioxidacéni kapacitu urcuje plocha mezi kiivkami, které vyjadiuji zhaSeni
fluorescence reakéni smési v pritomnosti antioxidantu a bez né&j. Jako kalibracni standard
se opé€t pouziva trolox.

TRAP metoda se nejcastéji pouziva na méfeni antioxidacni kapacity krevniho séra
nebo plasmy, protoze se méfi nizkomolekularni antioxidanty (glutathion, kyselina

askorbova, a-tokoferol a B-karoten) [16].
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3.3.3 TEAC

TEAC je pomérn¢ levna a jednoducha metoda. K méfeni antioxidacni kapacity
vyuzivéa reakci ABTS-" radikal kationtu se vzorkem antioxidantu. ABTS-" radikal kation je
relativné staly, ma intenzivni modrozelené zabarveni a jeho absorpéni maxima jsou pii
vinovych délkach 645, 734, 815 a 415 nm, nicméné nejvice se pii méfeni antioxidacni
kapacity pouziva vinova délka 415 nm [23]. ABTS-" radikal kation je rozpustny ve vodé i
v organickych rozpoustédlech a neni ovliviiovan iontovou silou. Lze ho tedy pouzit
v mnoha médiich k urceni antioxida¢ni kapacity hydrofilnich i lipofilnich vzorkl rtiznych
extraktd a té€lnich tekutin [16].

Puvodni metoda navrzena Millerem a Rice-Evansem [24] nazyvana jako TEAC 1
vyuZivala metmyoglobin a H,O; k vytvofeni HO- radikéalu. Ten pak reagoval s ABTS za
vzniku ABTS-" radikal kationtu. Vzhledem k tomu, Ze dochéazelo k reakcim HO- radikalu
s antioxidanty, byly vysledky antioxida¢ni kapacity nejasné. Proto doslo k tipravé metody,
¢imz vznikla metoda TEAC 11 [15].

TEAC Il metoda k vytvorfeni ABTS" radikal kationtu vyuziva reakci s MnOg,
K2S,0g, ptipadné enzymovou reakci shemoglobinem nebo kienovou peroxidasou.
Chemicka reakce vyzaduje hodné ¢asu (napf. 16 hodin u reakce s K,S,0g) nebo vysokou
teplotu (60 °C). Naopak enzymové reakce jsou rychlejsi a jejich podminky mirnéjsi [25].
Jako nejvyhodnéjsi se ukazalo pouziti K,S,0g, protoze poskytuje vysoky vytézek ABTS-
radikal kationtu a je nete¢ny vici radikalim a antioxidantim [15].

Po vytvoteni ABTS-" radikal kationtu se do reakéni smési piidaji testované
antioxidanty a méfi se jejich schopnost odbarvit ABTS-" radikal kation. Stupefi odbarveni
urCuje mnozstvi radikalu, ktery zreagoval s antioxidantem, coz také uréuje antioxidacni

kapacitu antioxidantu. Vysledky se vyjadiuji v porovnani s troloxem [16].

3.3.4 DPPH

DPPH je zkratka pro di(fenyl)-(2,4,6-trinitrofenyl)iminoazanium. Je to jeden z mala
stabilnich organickych dusikatych radikalii. Ma tmavé nachovou barvou. Neni tfeba ho
generovat pred pokusem jako ABTS-". Metoda méfi schopnost antioxidantu redukovat
DPPH, coz se vyhodnocuje pomoci elektronové paramagnetické resonance (EPR) nebo
meétenim poklesu absorbance [16].

Poprvé tuto Siroce pouzivanou odbarvovaci metodu popsal Brand-Williams [26].

Antioxidacni analyza se zakldda na spektrofotometrickém stanoveni ztraty zabarveni
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roztoku DPPH, pfi vlnové délce 515 nm, po reakci s testovanymi slouc¢eninami [16].
Krystaly DPPH se rozpusti v methanolu nebo ethanolu, zméfti se vychozi absorbance, ptida
se testovany antioxidant a po 30 minutach se zjisti konecna absorbance. Antioxidacni
kapacita se urCuje hodnotou ICsp (koncentrace antioxidantu, kterd je potfebna na snizeni
absorbance DPPH na polovinu), procentualni ztritou, ptvodni absorbanci nebo EPR
signalem. DPPH metoda je jedna znejlevnéjsich, nejsnadnéjSich, a proto

nejpouzivanéj$ich metod pro stanoveni antioxida¢ni kapacity [15].

3.3.5 FRAP

FRAP je zkratka pro metodu oznacovanou jako ferric reducing antioxidant power
metoda nebo n€kdy v literatuie uvadénou jako ferric reducing ability of plasma. Benzie a
Strain [27][28] pivodné FRAP vyvinuli pro méfeni redukéni sily krevni plasmy, ale
nasledné byla adaptovana a pouzivana i na antioxidanty z rostlinnych vytazka [16].

Metoda je zaloZena na redukci trojmocného Zzeleza na dvojmocné, a to diky
pfitomnosti antioxidantl. Dvojmocné Zelezo nasledné reaguje s 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-
azinem (TPTZ) a poskytuje komplex, jehoz absorpéni maximum je pii vinové délce
593 nm [29]. Reakce probiha pfi nizkém pH (3,6) a je provazena barevnou zménou. FRAP
méii spiSe redukéni schopnost antioxidantli neZ jejich antioxidacni kapacitu. Namétfené
hodnoty se zanesou do grafu (zavislost absorbance na koncentraci Fe?* ionti) a vytvofi se

kalibra¢ni piimka, ze které se posléze vypocita redukéni schopnost antioxidantd [30].

3.3.6 CUPRAC

Metoda redukce médi (copper reduction) je varianta FRAP, kdy se misto Zeleza
pouzivd méd’. Jeji podstatou je redukce meédi z oxidacniho stavu dva do stavu jedna,
antioxidanty obsazenymi ve vzorku [16]. Jde o méfeni absorbance chromoforu CUPRAC,
Cu(l)-neokuproin chelatu, ktery vznikne redoxni reakci antioxidanti s CUPRAC cinidlem,
bis(neokuproin)médnatym kationtem. K nejvétsi absorpci svétla dochazi pii vlnové délce
450 nm. Metoda dokéze uspésne¢ zméfit celkovou antioxidac¢ni kapacitu antioxidantl

Vv potravinach ¢i lidském séru [15].

3.3.7 CHEMILUMINISCENCNi METODY

Chemiluminiscence (CL) je definovana jako emise svétla, ktera je nasledkem
vzniku elektronové excitovanych stavii zformovanych chemickou reakci. Elektronové
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excitovany produkt exotermické reakce relaxuje do zakladniho stavu za soucasného
vyzareni fotonti. Rozmezi vinovych délek emitovaného svétla je u CL reakei Siroké — od
blizké ultrafialové oblasti po infraervenou oblast. Pocet emitovanych fotont pii navratu
excitovanych molekul do zékladniho stavu vyjadiuje kvantovy vytézek.

Chemicka reakce musi produkovat energii v dostatecném mnozstvi, aby vyvolala
pfechod elektronu ze zakladniho do excitovaného elektronického stavu. Protoze emise
svétla je kvantovana, musi pii reakci vedouci k excitaci dojit k dodani alespon takové
energie, kterd je rovna nejkratSi pozorované vinové délce. Viditelnému svétlu odpovida
energie od 168 do 294 kJ - mol™ [31]. Elektronovy prechod je doprovazen vibraénimi a
rotatnimi zmé&nami v molekule. Excitovana molekula v§ak mutze ztratit energii i vstupem
do chemické reakce, kolizni deaktivaci, vnitinim pfechodem nebo mezisystémovym
ptechodem, tyto procesy snizuji u¢innost chemiluminiscenéni reakce [32].

Vétsina chemiluminiscencnich reakei spada pod reakce oxidac¢ni, coz znamena, ze
vyzaduji oxidacni ¢inidlo. Jako oxidac¢ni Cinidla se nejcastéji pouzivaji ¢inidla odvozena od
kysliku — napf. molekularni kyslik, peroxid vodiku nebo jiné peroxidy, kyslikové radikaly
— superoxidovy radikal anion, peroxylové radikaly, hydroxylovy radikal [31].

Chemiluminiscence se vyuziva v analytické chemii, metoda nabizi jednoduchost,
citlivost, nizké detek¢ni limity, Siroké linearni dynamické rozsahy a rychlou odezvu. Hojné
se pouziva na sledovani volnych radikalu [14].

Nejznaméjsi chemiluminiscenéni reakci je chemiluminiscence luminolu (5-amino-
2,3-ftalazindion), ktera patii mezi pifimé chemiluminiscence, coz znamena, Ze reakcni
produkt aminoftalat je primarni excitovanou formou [31]. Luminol reaguje s peroxidem
vodiku v alkalickém prostfedi. Produktem této reakce je dianion 3-aminoftalové kyseliny,
jejiz vznik je doprovazen fluorescenci svétla. Této reakce lze vyuzit k urCeni tii typa
slouenin — sloucenin a iontd katalyzujicich reakci, sloufenin ménicich chovani

katalyzatori a sloucenin vytvaiejicich peroxid vodiku v prubéhu reakce [33].

Obrazek 6: Chemicka struktura luminolu.
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Nékteré z prvotnich analytickych aplikaci zahrnuji ureni amini benzoyl
peroxidem a urceni druhti chloru nebo stanoveni trojmocného chromu ve stopovych
mnozstvich luminolem a peroxidem vodiku [14].

Luminol je kosubstratem kienové peroxidasy (horseradish peroxidase, HRP), ktera
katalyzuje oxidaci luminolu v piitomnosti peroxidu vodiku. Kfenova peroxidasa reaguje
s peroxidem vodiku a vznikd oxidovana HRP I, kterda nasledn¢ reaguje s aniontem
luminolu za vzniku ¢aste¢né redukovaného enzymu HRP II a radikalové formy luminolu.
Enzym se vraci do své redukované podoby HRP reakci s druhou molekulou luminolu
(Schéma 1) [32].

H2O2

HRP

Y

» HRP-I + H20

luminol 1umjnole
HRP-II

luminol © luminol

Schéma 1: Reakcni mechanismus luminolu s peroxidem vodiku katalyzovany

kirenovou peroxidasou [32].

Oxidace luminolu miZe probihat dvéma zplsoby. Prvnim zplsobem dochézi
Kk jednoelektronové oxidaci luminolu a vznika semidiazachinon, ktery je dale poticba
oxidovat superoxidovym radikal aniontem. Druhym zpisobem je dvouelektronova oxidace
luminolu, kdy vznikéd diazachinon, ktery je dal oxidovan peroxidem vodiku. Produktem
obou reakci je a-hydroxyperoxid, ktery se rozkladd na aminoftaldtovy anion a dusik se
soucasnou emisi svétla.

Dalsi pouzivanou chemiluminiscenéni reakci je chemiluminiscence lucigeninu (bis-

N-methylakridinium nitrat), ktera doprovazi jeho reakci s peroxidem vodiku [34].
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Obrazek 7: Chemicka struktura lucigeninu [34].

3.4 POVRCHOVE AKTIVNI LATKY, MICELARNI SYSTEMY,
SOLUBILIZACE

Povrchové aktivni latky (surfaktanty, detergenty, tenzidy) maji mnoho riznych
vyuziti v pramyslu, ve farmacii, apod. Siroké uplatnéni maji napt. v elektronickém
tisknuti, biotechnologiich, mikroelektronice a pifi vyzkumu vird. VyuZzivany jsou ale i
V béZném Zivoté (praci a Cistici prostiedky).

Molekula surfaktantu (Obr. 8) ma amfifilni (amfipaticky) charakter. Sklada se ze
dvou odlisnych ¢asti, jedné polarni a druhé nepoléarni. Polarni, hydrofilni, ¢ast molekuly je
afinitni k vod¢ a dalSich polarnim latkam (lyofilni), zatimco nepolarni ¢ast je hydrofobni
(Iyofobni). Surfaktant se miize rozpustit ve vod¢ jako monomer, naadsorbovat se na néjaky

povrch nebo se zac¢lenit spolu s dal$imi molekulami surfaktantu jako soucast micely.

hydrofilni Cast hydrofobni Cast
molekuly molekuly

.JV\/\/VW\

Obrazek 8: Molekula surfaktantu.

Surfaktanty schopné formovat agregaty ve vodném roztoku jsou molekuly typu RX,
kde hydrofobni cast R zastupuje vétSinou alkylovy fetézec o poctu 8 — 18 uhlikd.
Klasifikace surfaktantu zavisi na povaze jeho hydrofilni casti X [35]. Vztah mezi

hydrofilni ¢asti a hydrofobnim fetézcem udavd hydrofilné-lipofilni rovnovaha
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(hydrophilic-lipophilic balance, HLP). HLP nabyvéa hodnot 0 — 20. Cim vy3si je hodnota
HLP, tim snadnéji tvoti surfaktant micely [36].

3.4.1 DELENI POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK

V zavislosti na povaze hydrofilni ¢asti X, délime surfaktanty do ¢tyf hlavnich
skupin na anionické (povrchové aktivni ¢ast molekuly nese negativni naboj), kationické
S pozitivnim nabojem, amfiionické, kde mohou byt piitomny ob¢ Casti s pozitivnhim a
negativnim nabojem, a neionické bez naboje.

Kazdy typ surfaktantu je tvofen jinou hydrofilni ¢asti X. U kationickych surfaktantt
ji tvofi napf. kvarterni amoniové nebo fosfoniové skupiny, u anionickych sirany, sulfonaty
nebo karboxylové skupiny a u neionickych polyoxyethylenové skupiny [35].

Povrchové aktivni latky, surfaktanty, jsou nazvany podle své schopnosti adsorbovat
se do mezifazovych rozhrani. Z roztokli se adsorbuji napi. na pevné povrchy. VétSina
ptirodnich povrchii mé negativni nédboj. Pokud chceme, aby byl povrch hydrofobni, m¢l by
se pouzit kladné¢ nabity surfaktant. Tento typ se naadsorbuje na povrch jeho pozitivné
nabitou hydrofilni ¢asti k negativné nabitému povrchu (diky elektrostatické pritazlivosti) a
jeho hydrofobni ¢ast se bude orientovat smérem pry¢ od povrchu, ¢imz se povrch stane
vodé odolnym. Naopak kdyZ ma byt povrch hydrofilni, je tieba pouzit anionicky surfaktant
[35].

Neionické surfaktanty se adsorbuji s hydrofilni nebo lipofilni ¢asti orientovanou
k povrchu, coz zalezi na jeho povaze. Jsou-li na povrchu pfitomné polarni skupiny a
schopné vodikové vazby s hydrofilni ¢asti surfaktantu, pak se pravdépodobné surfaktant
naadsorbuje jeho hydrofilni ¢asti smérem k povrchu a povrch se stane vice hydrofobnim.
Pokud poléarni skupiny chybi, bude povrch hydrofilni.

Amfiionické surfaktanty se mohou naadsorbovat, jak na negativné nabité povrchy,
tak na pozitivné nabité bez zjevné zmény jejich naboje, Cemuz vdéci za to, Ze nesou oba
naboje. Kdyz se kationicky nebo anionicky surfaktant naadsorbuje na negativné nebo
pozitivné nabity povrch, pak muize byt ndboj povrchu snizen nebo dokonce obracen.
Neionicky surfaktant povrchovy naboj nijak neméni.

Krom¢ adsorpce na pevné povrchy je dilezita i vlastnost surfaktantti akumulovat se
na rozhrani mezi kapalinou a vzduchem. Dochazi pfitom ke sniZzeni povrchového napéti

kapaliny diky snizeni mezifazové Gibbsovy energie [37].

24



3.4.2 MICELY

Micely jsou uspoiadané koloidni agregaty vznikajici ve vodnych roztocich
surfaktantli, u kterych jsou molekuly surfaktantu uspotadany tak, ze hydrofobni ¢asti jsou
uvnitf micely a hydrofilni skupiny jsou ve styku s roztokem. Koncentrace surfaktantu, pii
niz se monomery zacinaji shlukovat do micel, se nazyva kriticka micelarni koncentrace
(critical micelle concentration, CMC) [38].

CMC je definovana pro ionické surfaktanty, jde o nejnizsi koncentraci, kdy se
zaCinaji formovat kulovité micely. Pfi jejich vzniku ¢asto dochazi v systému k prudké
diskontinuité v jeho vlastnostnech, mezi které¢ se fadi povrchové napéti, konduktivita,
rozptyl svétla, vlastni difuze a molarita rozpusténych slozek. Podminkami uspésného
vzniku micel jsou — dostate¢na rozpustnost amfifilu ve vodé, prostiedi, v némz micely
vznikaji, dostate¢na délka hydrofobniho fetézce (musi mit vice jak deset uhlikd, ¢im delsi
je hydrofobni fetézec, tim niz§i je CMC) a téz dostatecna teplota. Teplota, od které se
v roztoku mohou tvoftit micely, se nazyva Krafftova teplota neboli Krafftav bod [36].

Na rozdil od ionickych surfaktanti, neionické surfaktanty nevykazuji Kraftiiv bod,
protoze se vzrustajici teplotou se snizuje vyskyt jejich micel v roztoku, ¢imz klesa jejich
schopnost solubilizace a ztraceji své povrchové aktivni vlastnosti pii teploté, kterd se
nazyva bod zamlZeni (cloud point) [39].

Pramérny pocet molekul surfaktantu v micele se nazyva agregacni Cislo [38].
S rostouci koncentraci surfaktantu se zvysSuje pocet micel v roztoku. Muze dojit ke zméné
tvaru a velikosti micel, shlukovanim micel se mohou dale tvofit vétsi a slozitéjsi struktury
[37], napt-.:

- malé kulovité struktury,

- protahlé valcovité struktury se zakulacenymi konci (protahlé elipsoidy),

- velké ploché lamelarni struktury,

- vackovité struktury (viceméné kulovité struktury sestavajici z dvojvrstvy
lamelovych micel uspofadanych v jedné soustiedné kouli nebo vice) (Obr. 9)

[37].
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Kulovita struktura Valcovita struktura

Lamelami struktura Struktura vacku

Obrazek 9: Nekteré typy agregatii vytvarenych v roztocich povrchové aktivnich
latek [39].

Kulovité micely maji vnitiek slozeny =z uhlovodikovych fetézcti a povrch
Z polarnich skupin (zobrazené jako kuli¢ky), které smétuji k vod€. Toto uspotadani plati 1
pro valcovitou micelu. Dvojvrstvy surfaktantu, které tvoti lamelarni tekuté krystaly, maji
uhlovodikové jadro v systémech voda-surfaktant o tloustce asi 80 % délky dvou
natazenych alkylovych fetézcu [39].

Kromé micel vzniklych ve vodném prostfedi existuji jeSté¢ reverzni micely. Ke
vzniku reverznich micel dochazi, kdyz se surfaktant rozpusti v organickém rozpoustédle.
Vznikaji téméf kulovité agregaty molekul surfaktantd, jejichz vnéjsi plast’ tvoii hydrofobni
¢asti a vnitini jadro je tvofeno polarnimi ¢astmi. S tvorbou reverznich micel neni spojena
zadna CMC, k jejich vzniku dochazi prakticky ihned nezavisle na koncentraci surfaktantu
[40].
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3.4.3 SOLUBILIZACE

vvvvvv

schopnost solubilizace. Solubilizace se da definovat jako spontanni rozpusténi latky
(pevné, kapalné nebo plynné) vratnymi interakcemi s micelami, ¢imz vznika
termodynamicky stabilni izotropni roztok se sniZzenou termodynamickou aktivitou
rozpousténého materidlu [37]. Solubilizatnim mechanismem se daji rozpustit latky
vV rozpoustédle rozpustitelné i1 nerozpustitelné, do micel se mohou zaclenit polarni i
nepolarni latky. Z praktického hlediska tkvi dulezitost tohoto jevu zejména Vtom, Ze
umoznuje rozpusSténi latky v rozpoustédle, ve kterém je za normadlnich okolnosti
nerozpustitelna. Nejcastéji se pouziva solubilizace ve vod¢, kdy se rozpousti latka
obsahujici ve vodé nerozpustitelnou slozku, kterd by jinak musela byt rozpusSténa
v organickém rozpoustédle. Podminkou pro solubilizaci je dosazeni CMC, protoze pod
touto koncentraci se latka téméf viibec nerozpousti. Po piekro¢eni CMC stoupa mnozstvi

solubilizované latky linearn¢ s koncentraci surfaktantu (Obr. 10) [37].

latky

ene

t

CMC

I FOZPUS

il

MnoZstvy

Koncentrace surfaktantu

Obrazek 10: Zavislost mnozstvi rozpustené latky na koncentraci surfaktantu [37].

Solubilizace se casto vyuziva pii odstranovani necistot, proto surfaktanty nalézaji
Siroké uplatnéni v Cisticich prostfedcich. Princip jejich Cistici funkce probihd tak, Ze se
hydrofobni ¢asti naadsorbuji na necistoty, ¢cimz zptisobi snizeni jejich povrchového napéti.
Vytvofenim micely je necistota uzaviena uvnitf a hydrofilni ¢ast micely umozni pfechod

do roztoku a tim je necistota odstranéna.
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3.5 INTERAKCE POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK S ENZYMY

Enzymy jsou vysoce selektivni biokatalyzatory, které¢ funguji v mirnych reakénich
podminkach, coz je dé€la potencionaln¢ atraktivnimi v syntetické chemii, zvlasté v syntéze
ptirodnich produkti, farmaceutik a potravinaiskych ptisad [41]. Jiz v milimolarnich
koncentracich jsou surfaktanty jedny z nejefektivnéjSich latek schopnych denaturovat
enzymy [42]. O vlivu surfaktantu na enzym a o tom, jestli se kooperativné vaze na protein
a tim ho denaturuje, rozhoduje jeho néboj. Surfaktanty bez naboje proteiny nedenaturuji,
zatimco ionické surfaktanty ano, a to dokonce uz i pii velice nizkych koncentracich.
Mnohdy ani neni tfeba, aby dosahly své kritické micelarni koncentrace, ktera se typicky
pohybuje v mmol/l. Anionické surfaktanty denaturuji proteiny nejvice, jsou az 1000x
efektivnéj§imi denaturanty nez klasické chemické denaturanty (mocovina, guanidinium
chlorid apod.) [43].

Klicovou roli v enzymové akci a ve vzniku aktivnich 3D konformaci hraje voda.
Presto se velké mnozstvi organickych syntéz provadi v organickych rozpoustédlech kvuli
povaze substratu anebo rozpustnosti produktu. Proto se vyvinulo né€kolik metod pro pouziti
enzymi v organickych rozpoustédlech. Mezi tyto metody se mimo jiné fadi metoda S
reverznimi micelami, kdy jsou kulovité kapicky vody rozptyleny prostiednictvim
povrchové aktivni latky v rozpoustédle s nizkou polaritou. Vyznam metody je zaloZen na
faktu, Ze mnoho enzymi Si zachovava v roztoku surfaktantu svou aktivitu [41]. Stabilita
enzymu Vv obracenych micelach zavisi na soudrznosti micelarnich agregati s enzymy, pH,

teploté a iontové sile [40].

3.5.1 INTERAKCE POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK S ENZYMY VE VODNEM

PROSTREDI

Interakce proteinu se surfaktantem ve vodném prostiedi Se, V zavislosti na
koncentraci surfaktantu, velmi lisi, proto je dulezité znat jeho CMC. Interakce proteinu a
monomerniho surfaktantu (pod CMC) jsou jiné nez interakce proteinu a surfaktantu se
vzniklymi micelami (nad CMC). Napf. neionické surfaktanty pod CMC vykazuji
S proteiny jen malé interakce. Zatimco navazani ionického surfaktantu na protein pod
CMC zpiisobi, Ze protein projde mnoha konformac¢nimi zménami.

Existuje zakladni oblast, kdy se surfaktant vaze bez vyvolani konformac¢nich zmén.

Monomer surfaktantu se vaze pomoci elektrostatickych a hydrofobnich interakci.
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Anionické surfaktanty se vazi na kladné nabité postranni fetézce a kationické na zaporné
nabité. Ve vysSich koncentracich surfaktantu (nad CMC), kdyz dojde k nasyceni
vazebnych mist proteinu, mize navazani vice surfaktantd vést k uskupeni, které rozklada
protein [43].

Neionickym surfaktantim se n¢kdy fika ,,mirné*“ povrchové¢ aktivni latky, protoze
obvykle nezpisobuji kooperativni denaturaci proteinii jako kationické nebo anionické
surfaktanty. Diky této vlastnosti se neionické surfaktanty pouzivaji k solubilizaci
membranovych proteind, protoZe proteiny neztrati svou biologickou aktivitu [44][45].

Mezi ,,mirné* surfaktanty se fadi také amfiionické surfaktanty vzhledem k tomu, ze
nepfispivaji ke zménam aktivit mnohych enzymi a nékdy dokonce i zlepSuji jejich

katalytické vlastnosti [41].

3.5.2 DELENI POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK PODLE INTERAKCI S ENZYMY

Surfaktanty se podle interakci s proteiny daji rozdé€lit na ty, které se vazi na protein
a tim zpusobi jeho denaturaci, a na ty, které na protein pusobi, ale nedenaturuji ho. Existuji
surfaktanty zvySujici aktivitu a stabilitu enzymu. Surfaktant mulze ovlivnit aktivitu

enzymu, protoze:

- muze ,,soutézit” se substratem o aktivni misto enzymu,
- muze zménit prostiedi, ve kterém enzym pracuje,
- pfi vysokych koncentracich surfaktantu dochazi ke zvySeni mnoZstvi substratu,

ktery se zaclenuje do micel, coZ zpisobi snizeni mnoZstvi volného substratu

[41].

O tom, jestli surfaktant navazanim na enzym zpusobi jeho konformaéni zménu na
vice aktivni formu enzymu, vétSinou rozhoduje polarni ¢ast surfaktantu. Mezi polarni ¢asti
surfaktantu a specifickymi nabitymi ¢astmi na povrchu proteinu dochdzi k tvorbé silnych
iontovych vazeb. Ve studii [46] se zjistil vliv riznych ionickych a neionickych surfaktantt
na lipoxygenasu L1. Nizka koncentrace neionickych Tween 20 a Brij 35 zvysuje aktivitu
enzymu 1,5x, ale pti vySsi koncentraci vSechny surfaktanty aktivité enzymu branily.

Plsobenim surfaktantu na enzym lze dosdhnout stabilizace pfirodni struktury

enzymu, kterou by za normalnich okolnosti po par hodinach inkubace ztratil [41].
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3.5.3 INTERAKCE POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK S HRP

Kien je zdroj peroxidasového enzymu (kfenova peroxidasa — EC 1.11.1.7, donor:
H.,O, oxidoreduktasa), 40kD glykoproteinu obsahujiciho protohemin. HRP patii
K typickym ¢lenim rostlinnych peroxidas slouzicich jako baktericidy. Vyuziva peroxid
vodiku na oxidaci Siroké Skaly donorti vodiku, mezi které patii fenolové a aromatické
latky, primérni, sekundarni a tercidlni aminy, leuko barviva, vybrané heterocyklické
slouceniny (kyselina askorbova) a anorganické ionty, zejména jodidovy anion [42].

HRP lze vyuzit i k oxidaci ve vodé nerozpustnych substrati po jejich solubilizaci
v micelach. Interakci HRP s povrchové aktivni latkou se zabyva studie [47]. V této studii
se pouziva n-dodecyl siran sodny (sodium n-dodecyl sulphate, SDS), anionicky surfaktant,
a byl zjistovan jeho vliv na HRP a katalasu. Mnoho enzym v pfitomnosti SDS ztraci svou
aktivitu. Pfitomnost SDS micel zpiisobuje pomalé zmény v tercialni a sekundarni struktufe,
ale na rozdil od mnohych monomernich enzymii je HRP inaktivovana velmi pomalu.
Duvodem, pro¢ se tak dé&je, je podle autorti [47] pfitomnost dvou vapnikovych iontt
v molekule HRP, které v katalase chybi. HRP je tedy v neutralnim pH mnohem odolné;si
proti SDS nez katalasa. Zmény v sekundarni a tercialni struktuie HRP se d&ji pouze za
pritomnosti micel, zatimco zmény v tercidlni struktufe katalasy a snizeni jeji aktivity
zadina uz za pritomnosti monomerniho SDS a probiha rychleji [47].

Interakce jinych surfaktant s kfenovou peroxidasou zatim nebyly prostudovany,

proto je zde uvedena pouze interakce SDS s HRP.

3.6 VYUZITI POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK PRI
STANOVENI AOC

Neékteré metody (napt. DPPH), které se vyuZzivaji ke stanoveni antioxidacni
kapacity, jsou omezeny pouze na hydrofilni antioxidanty nebo na rozpousténi lipofilnich
antioxidantli pouzivaji organickd rozpoustédla. Nicméné dochazelo ke zdokonalovani
metod, ¢imZz se rozvinulo pouzivani vodnych roztokll S vyuZitim agregati nebo micel
surfaktantl. Pfiddnim surfaktantu do vody se nad CMC spontanné vytvoii micely
S hydrofobni casti smétujici dovniti a hydrofilni ¢asti k povrchu micely. Timto vznikla
moznost pouzit DPPH metodu na hydrofilni 1 lipofilni vzorky. Metoda byla spé$né

otestovana na lipofilnich antioxidantech bez pouziti organického rozpoustédla [48].
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Ve studii [49] byla méfena antioxidac¢ni kapacita lipofilnich vzorkt (vzorky oleji —
sluneCnicovy, sojovy, kukuficny, panensky olivovy a sezamovy) pomoci
chemiluminiscence luminolu v prostfedi mikroemulze. Mikroemulze je smés vody,
surfaktantu a organického rozpoustédla. Pritomnost mikroemulze kromé solubilizace
lipofilnich antioxidantti zpusobila i intenzivnéj§i chemiluminiscenci nez pfitomnost

vodného prostiedi. Analyzy byly provadény metodou flow injection analysis (FIA).
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4 EXPERIMETALNI CAST

Cilem této prace je zjistit, jaky vliv maji vybrané povrchov¢ aktivni latky na
jednotlivé komponenty reakéni smési pifi méfeni antioxidacni kapacity hydrofilnich i
lipofilnich vzorkl antioxidantd. Povrchové aktivni latky byly testovany vyuzitim dvou
metod.

Prvni metoda vyuziva chemiluminiscenci luminolu za katalyzy kienovou
peroxidasou [32] s fosfatovym pufrem (pH = 7,4). Povrchové aktivni latky mohou pierusit
¢innost peroxidasového enzymu nebo jej denaturovat. Jak se vSak zjistilo
v praci Rozsypala [50], u surfaktantu CTAB tomu tak neni, proto zde bylo studovano, jestli
je mozné pouzit 1 jiné surfaktanty.

Druhou metodou je chemiluminiscence luminolu, kterd vyuziva anorganicky
systém s pufrem Bis-Tris (pH = 8) a chloridem kobaltnatym. Obdobné¢ se studoval vliv
surfaktanti na jednotlivé komponenty reak¢éni smési. Metoda vychazi z praci Tunky [51] a
Rozsypala [50]. Nejdiive byla ovéfovana funkénost jednotlivych povrchové aktivnich latek

s troloxem.

32



4.1 CHEMIKALIE

Molarni hmotnost

Nazev Vyrobce (g/mol)
Hydrogenfosforecnan sodny

dodekahydrat Lachner 358,14
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat | Lachner 156,01
Chlorid sodny Lachema 58,45
Hydroxid sodny Lachner 40,00
Kyselina chlorovodikova Penta 36,45
Luminol sodna sl Sigma 199,15
Kienové peroxidasa 5000 jednotek Sigma

Peroxid vodiku 3 % Fluka 34,02
Trolox Sigma 250,29
a-tokoferol Sigma 430,72
Kvercetin dihydrat Sigma 338,26
Kyselina askorbova Fluka 176,13
CTAB (cetyltrimethylamonium bromid) |Fluka 364,46
Brij 35 Lachema 1199,54
CPB (cetylpyridinium bromid) Lachema 402,47
TX 100 (Triton X 100) Sigma 625,00
Tween 40 Loba Feinchemie 1283,00
Bis-Tris Fluka 209,24
Chlorid kobaltnaty hexahydrat Lachema 237,05

Tabulka 1: Prehled pouzitych chemikdlii, jejich vyrobce a molarni hmotnosti.

Na Obr. 11 a 12 jsou uvedeny vzorce pouzitych antioxidanty a testovanych

povrchovée aktivnich latek.
CHj

HO

HaC o
CH,

Trolox

Kys. askorbova

Obrazek 11: Strukturni vzorce pouzitych antioxidantii.

OH ©
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Obrazek 12: Strukturni vzorce testovanych surfaktantii.

Kriticka micelarni

koncentrace

Surfaktant (mol/l)
CTAB 8- 10" [52]
CPB 810 [53]

Brij 35 6 - 10 [54]
Tween 40 | 2,26 - 10 [54]
TX 100 | 2,4-10"[54]

Tabulka 2: Kritické micelarni koncentrace testovanych surfaktantii.

4.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

K ptipravé pufra byl pouzit pH metr GRYF 209 s kombinovanou pH elektrodou,
typ pH 2+L, vyrobce ED, spol. s. r. o.

Chemiluminiscenéni experimenty byly realizovany na pfistroji Fluoroscan Ascent
FL, ktery se ovladd pomoci softwaru Ascent, verze 2.4.2. Roztoky se pipetovaly do

mikrotitracnich desti¢ek s 96 jamickami.
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4.3 TYPICKY EXPERIMENT PRI STANOVENI AOC

K tomu, aby doslo k chemiluminiscenci luminolu, je potfeba pouzit vhodné
oxidacni Cinidlo (peroxid vodiku). Reakce probiha za katalyzy kienovou peroxidasou.
Piida-li se ke smési néjaky antioxidant, na néjakou dobu se nastup chemiluminiscence
zpozdi. Délka zpozdéni zavisi na u¢innosti a koncentraci antioxidantu. Cim vyssi je jeho
ucinnost a koncentrace, tim je reakce vice zpozdéna. Doba, po kterou antioxidant
znemoziuje nastup chemiluminiscence, urCuje jeho ucinnost. VétSinou se ucinnost

testovaného antioxidantu srovnava s uéinnosti troloxu.

4.3.1 RozToKY

Byl piipraven se fosfatovy pufr spH = 7,4, ktery byl pouzit na piipravu vSech
roztokt. Ve 400 ml vody bylo rozpusténo 17,907 g hydrogenfosfore¢nanu sodného,
1,375 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného a 40 g chloridu sodného. Podle potieby bylo pH
upraveno hydroxidem sodnym nebo kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 0,1 mol/l.
Nakonec byl roztok doplnén na objem 500 ml. Tento roztok byl 10x koncentrovangjsi,
proto bylo potieba jej jeste 10x ztedit.

Vsechny latky byly rozpoustény ve fosfatovém pufru. Piiprava zasobnich roztokd:
kienova peroxidasa byla ptipravena rozpusténim 1 mg peroxidasy v 1 ml pufru a nasledné
jesté 5x ziedéna, luminol byl ptipraven o koncentraci 0,0441 mol/l, trolox byl piipraven 0
koncentraci 0,001 mol/l.

Pro samotné méfeni byla pfipravena chemiluminiscenéni smés. Do 25ml odmérné
bariky bylo napipetovano 500 pl 3% peroxidu vodiku a 1000 pl luminolu z ptipraveného

zasobniho roztoku a roztok byl doplnén fosfatovym pufrem po rysku.

4.3.2 MEREN{

Do jednotlivych jamic¢ek mikrotitracni desticky bylo postupné napipetovano 10 pl
5x ziedéné kienové peroxidasy, 20 pl troloxu o riznych koncentracich (Tabulka 3) a
nastfik chemiluminiscenéni smési byl nastaven na 80 pl. Celkovy objem jamicky ¢inil

200 pl.
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Objem troloxu v Koncentrace troloxu v | Latkové mnozstvi troloxu
jamicce (ul) jamicce (mol/1) v jamic¢ce (mol)
0,00 0.00 - 10 0,00 - 10"
0,40 2,00-10%° 4,00 - 1010
0,66 3,00- 10 6,00 - 1010
1,00 5,00 - 10 1,00 - 10
2,00 1,00 - 10™® 2,00- 10
4,00 2,00-10™ 4,00- 10
6,00 3,00- 10 6,00 - 10%°
10,00 5,00-10™ 1,00 - 108

Tabulka 3: Vysledné objemy, koncentrace a latkovd mnozstvi troloxu v jamickdch.

4.4 TESTOVANI POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK METODOU
VYUZIVAJICI HRP

Postupné byly testovany jednotlivé povrchové aktivni latky, zda je mozné je pouzit
pro méteni antioxidacni kapacity lipofilnich antioxidantii chemiluminiscencni metodou.

Byla zjistovana mira interakce surfaktantt s kienovou peroxidasou.

441 RozTOKY

Vsechny latky byly opét rozpousteny v 10x ziedéného fosfatového pufru s pH =
7,4. Priprava zasobnich roztokt: luminol byl pfipraven 0 koncentraci 0,0441 mol/l,
kienova peroxidasa byla ptipravena rozpusténim 1 mg peroxidasy v 1 ml pufru, trolox byl
ptipraven 0 koncentraci 0,001 mol/l, CTAB (pro lepsi rozpousténi a vznik micel bylo tieba
roztok zahtat), CPB, TX 100 Tween 40 a Brij 35 byly ptipraveny o koncentraci 0,05 mol/l,
a-tokoferol o koncentraci 0,001 mol/l byl pfipraven solubilizaci a-tokoferolu
v 0,05mol/l roztoku CTAB, o-tokoferol a kvercetin byly pfipraveny 0 koncentraci
0,001 mol/l a solubilizovany v 0,05mol/l roztoku Brij 35 (roztoky bylo potieba dat do

ultrazvuku), kyselina askorbova byla pfipravena o koncentraci 0,001 mol/I.

4.4.2 MEREN]

Do jamic¢ek mikrotitracni desticky bylo pfi méfeni s CTAB napipetovano 10 ul

kfenové peroxidasy, 20 ul troloxu o riznych koncentracich (Tabulka 4), 20 ul a-tokoferolu
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0 riznych koncentracich (Tabulka 4) a CTAB (Tabulka 5). Objem v jami¢ce byl doplnén

fosfatovym pufrem na 120 pl. Nastiik chemiluminiscen¢ni smési byl nastaven na 80 pl.

Latkové mnozstvi
Objemy latek v | Koncentrace latek v | latek v jamickéach
jamickach (ul) jamickach (mol/l) (mol)
0,00 0,00 - 10*® 0,00 - 10"
0,40 2,00 - 10 4,00 - 1010
0,66 3,00 - 10 6,00 - 10™1°
1,00 5,00 - 10 1,00 - 10°%
2,00 1,00 - 10°% 2,00 10
4,00 2,00-10® 4,00 - 10
10,00 5,00 - 10 1,00 - 10

Tabulka 4: Vysledné objemy, koncentrace a ldtkovd mnozstvi troloxu a a-tokoferolu

V jamickach pri méreni s CTAB.

Objemy Koncentrace
surfaktant(i v surfaktantt v
jamickach (ul) | jamickéach (mol/l)
20 5,00 - 10
40 1,00 - 10°%
80 2,00 - 10°%

Tabulka 5: Vysledné objemy a koncentrace CTAB pri méreni troloxu a o-
tokoferolu.

Pii méfeni s CPB a TX 100 bylo do mikrotitratni desticky napipetovano 10 pl
kienové peroxidasy, 20 pul troloxu o riznych koncentracich (Tabulka 4) a CPB nebo TX
100 (Tabulka 5). Objem v jamicce byl doplnén fosfatovym pufrem na 120 pl. Nastiik
chemiluminiscen¢ni smési byl nastaven na 80 pl.

Pii méfeni s Tween 40 bylo do mikrotitracni desti¢ky napipetovano 10 ul kienové
peroxidasy, 20 ul troloxu o riznych koncentracich (Tabulka 6) a Tween 40 (Tabulka 5).
Objem v jamicce byl doplnén fosfatovym pufrem na 120 pl. Nastfik chemiluminiscencni

smési byl nastaven na 80 pl.
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Trolox
Objem (ul) | Koncentrace (mol/l) | Latkové mnozstvi (mol)
0,00 0,00 - 10*% 0,00 - 10"
0,40 2,00- 10 4,00 - 1010
0,66 3,00 - 10 6,00 - 10™°
1,00 5,00 - 10 1,00 - 10°%
2,00 1,00 - 10% 2,00-10%
4,00 2,00-10% 4,00 - 10
6,00 3,00-10% 6,00 - 10
10,00 5,00 - 10% 1,00 - 107

Tabulka 6: Vysledné objemy, koncentrace a ldatkova mnozsvti troloxu v jamickach

pri mereni s Tween 40.

Pii méfeni s Brij 35 bylo do mikrotitra¢ni desti¢ky napipetovano 10 pl kienové
peroxidasy, 20 ul troloxu, o-tokoferolu, kvercetinu a kyseliny askorbové o riznych
koncentracich (Tabulka 7) a Brij 35 (Tabulka 5). Pti méfeni s kyselinou askorbovou byly
napipetovany objemy Brij 35 podle Tabulky 8. Objem v jamiéce byl doplnén fosfatovym

pufrem na 120 pl. Nastiik chemiluminiscen¢ni smési byl nastaven na 80 pl.

Trolox, a-tokoferol, kvercetin, k. askorbova
Objem (ul) Koncentrace (mol/l) Latkové mnozstvi (mol)
0,00 0,00 - 10*% 0,00 - 10*%
0,40 2,00 - 10 4,00 - 1070
0,66 3,00 - 10 6,00 - 10™°
1,00 5,00 - 10 1,00 - 107
2,00 1,00 - 10°% 2,00- 10
4,00 2,00 - 10 4,00 - 10
6,00 3,00- 10 6,00 - 10
8,00 4,00 - 10 8,00- 10
10,00 5,00 - 10 1,00 - 10

Tabulka 7: Vysledné objemy, koncentrace a latkova mnozstvi troloxu, a-tokoferolu,

kvercetinu a kyseliny askorbové v jamickach.
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Brij 35

Objem (ul) | Koncentrace (mol/l)
20 5,00 - 10
40 1,00 - 10%

Tabulka 8: Vysledné objemy a koncentrace Brij 35 pri méreni kyseliny askorbové.

4.5 TESTOVANI POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK METODOU
VYUZIVAJICI ANORGANICKY SYSTEM

Obdobné byly testovany povrchové aktivni latky (CTAB, Brij 35, CPB, Tween 40,
TX 100) a moznost jejich pouziti pro solubilizaci lipofilnich antioxidantli pifi méfeni

antioxidac¢ni kapacity anorganickym systémem.

45.1 RozToKY

Ptiprava zasobnich roztoku: pufr Bis-Tris byl pfipraven 0 koncentraci 0,025 mol/l a
pH bylo upraveno na pH 8 pomoci kyseliny chlorovodikové popf. hydroxidu sodného o
koncentraci 0,1 mol/l, chlorid kobaltnaty byl pfipraven 0 koncentraci 0,25 mmol/l,
luminolu byl piipraven o koncentraci 0,385 mmol/l, CTAB, CPB, TX 100 Tween 40 a
Brij 35 byly piipraveny o koncentraci 0,1 mol/l, a-tokoferol a kvercetin byly piipraveny 0
koncentraci 0,001 mol/l solubilizaci v 0,1 mol/l roztoku CTAB (bylo potieba je zahiat a
dat do ultrazvuku), kyselina askorbova byla pfipravena o koncentraci 0,005 mol/l, trolox
byl ptipraven 0 koncentraci 0,001 mol/l rozpusténim ve fosfatovém pufru.

Chemiluminiscenéni smés byla pfipravena smichanim 218 ul 3% peroxidu vodiku a

500 pl luminolu do 50ml odmérné banky a roztok byl doplnén vodou po rysku.

4.5.2 MEREN]

Pii méteni s CTAB bylo do jamic¢ek mikrotitracni desticky napipetovano 50 pl Bis-
Tris a 12,5l chloridu kobaltnatého, rizné objemy troloxu, kyseliny askorbové, a-
tokoferolu a kvercetinu (Tabulka 9) a CTAB (Tabulka 10). Jamicka byla dopInéna vodou
na objem 120 pl. Nastiik CL smési ¢inil 130 pl. Celkovy objem jamicky tedy byl 250 pl.
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Trolox, a-tokoferol Kys. askorbova Kvercetin

Latkové Latkové Latkové
Objem | Koncentrace | mmnozstvi | Objem | Koncentrace | mnozstvi | Objem | Koncentrace | mnozstvi
(ul) (mol/l) (mol) (ul) (mol/l) (mol) (ul) (mol/l) (mol)
0,00 | 0,00-10"° | 0,00-10*® | 0,00 | 0,00-10*® [0,00-10*®| 0,00 | 0,00-10*® |0,00-10*®
2,50 | 1,00-10% | 2,50-10% | 1,00 | 2,00-10% [5,00-10% | 0,50 | 2,00-10% |5,00-10™"°
5,00 | 2,00-10% | 5,00-10% | 1,50 | 3,00-10% |[7,50-10%| 0,75 | 3,00-10% | 7,50 10"
7,50 | 3,00-10% | 750-10% | 2,50 | 5,00-10% |1,25-10% | 1,00 | 4,00-10% | 1,00-10%
10,00 | 4,00-10% | 1,00-10% | 350 | 7,00-10% |1,75-10%| 1,25 | 500-107 | 1,25 10
12,50 | 5,00-10% | 1,25-10% | 4,00 | 8,00-10% |2,00-10%| 150 | 6,00-10° | 1,50 10
15,00 | 6,00-10% | 1,50-10% | 4,50 | 9,00-10% |2,25-10%| 1,75 | 7,00-10° | 1,75 10
17,50 | 7,00-10% | 1,75-10% | 500 | 1,00-10* | 2,50-10% | 2,00 | 8,00-10° |2,00- 10
20,00 | 8,00-10% | 2,00-10 | 10,00 | 2,00- 10 | 5,00-10%| 2,25 | 9,00-10% | 2,25- 10

Tabulka 9: Vysledné objemy, koncentrace a ldtkova mnozstvi troloxu, a-tokoferolu,

kyseliny askorbové a kvercetinu v jamickach pri méreni.

CTAB, Brij 35, Tween 40,
TX 100, CPB CTAB (pii méfeni a-tokoferolu)
Objem Koncentrace Objem
(ul) (moll/l) (ul) Koncentrace (mol/l)
12,50 5,00 - 10 25,00 1,00 - 10
25,00 1,00 - 107 37,50 1,50 - 10

Tabulka 10: Vysledné objemy a koncentrace CTAB, Brij 35, Tween 40, TX 100 a

CPB pri méreni. Objemy a koncentrace CTAB se lisily pro a-tokoferol.

Pii méfeni s Brij 35, Tween 40, TX 100 a CPB byly do jamicek napipetovany

objemy povrchové aktivnich latek podle Tabulky 9, 50 ul Bis-Tris, 12,5 ul chloridu

kobaltnatého a rizné objemy troloxu podle Tabulky 8.

4.6 VYSLEDKY A DISKUSE

Metoda vyuZivajici HRP

Pro studium vlivu povrchové aktivnich latek pfi CL stanoveni antioxida¢ni kapacity

byla vybrana varianta CL metody, vyuzivajici luminol, H,O, a HRP [55][56]. Pivodni CL

metoda [57][58] vyuzivala navic tzv. enhancer (4-jodofenol). CL profily (zavislosti
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intenzita CL — ¢as) pro reak¢ni smés obsahujici luminol, H,O, a HRP a rtizné koncentrace

troloxu jsou uvedeny na Obr. 13.

Trolox bez surfaktantu

Koncentrace troloxu (mol/l)

— 0,00E+00
=0t — 2,00E-06
3 — 3,00E-06
8 200 — 5,00E-06
N — 1,00E-05
E 100 . — 2,00E-05
— 3,00E-05
— 5,00E-05
0
0 10000 20000

Cas (s)

Obrazek 13: Zavislost intenzity chemiluminiscence na case pro rizné koncentrace

troloxu.

ZObr. 13 je patrna zvétSujici se Casova prodleva nastupu chemiluminiscence
s rostouci koncentraci troloxu. Bez troloxu v reakéni smési zac¢ind chemiluminiscence
okamzité po nastiiku smési. Zavislost prodlevy nastupu chemiluminiscence na koncentraci

troloxu je linearni, proto ji Ize pouzit jako miru antioxidaéni kapacity (Obr. 14).
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Obrazek 14: Zavislost zpozdeni chemiluminiscence na latkovém mnozstvi troloxu.

41



Pro studium ovlivnéni uvedené reakéni smési povrchové aktivnimi latkami byly
vybrany dva kationické (CTAB, CPB) a tii neionické surfaktanty (TX 100, Tween 40 a
Brij 35). Anionické surfaktanty (SDS) nebyly studovany, protoze je znamo, Ze ucinné
denaturuji HRP [47]. Dal$im divodem vyfazeni anionickych surfaktantt byl fakt, Ze
dilezité antioxidanty (kyselina askorbova, trolox, a-tokoferol) jsou anionty a obtizné se
solubilizuji v miceldch SDS. Pro studium byly pouzity relativné¢ vysoké koncentrace
pouzitych surfaktanti (5, 10 a 20 mmol/l), aby bylo mozné do wvzniklych micel

solubilizovat dostate¢na mnozstvi testovanych antioxidanta.

Trolox + CTAB

Na Obr. 15 je uvedena kalibra¢ni kiivka pro analogicky experiment, jak byl popsan
na Obr. 13 a 14, reakéni smés vsak obsahovala CTAB. Z vysledkd je patrné, ze ptitomnost
CTAB zpomaluje stanoveni, prodlevy CL jsou o cca 76% delsi v pfitomnosti CTAB.
Pouzitelnost metody pro stanoveni lipofilnich antioxidant byla testovana na ptikladu o-
tokoferolu (Obr. 16). Trolox je hydrofilni analog a-tokoferolu, proto by mély tyto latky mit
stejnou antioxidacni kapacitu. Z vysledkt vyplyva, ze a-tokoferol poskytuje vyssi hodnotu
antioxidac¢ni kapacity (1,4X). Uvedeny vysledek byl nékolikrat ovéfovan, je patrné
zpusoben rozdilnou interakci troloxu a a-tokoferolu s HRP, protoze vysledky ziskané pti
méfeni v anorganickém systému nahrazujicim HRP (viz kapitola Metoda vyuzivajici

anorganicky systém na str. 47) ukazuji shodnou antioxida¢ni kapacitu troloxu a tokoferolu.

15000
o= OTABw=5 mmoll m| y=2810"%-7927

- = CTAB ¢ =10 mmoll . stf:?ﬁz T
7100004 -+ CTAB ¢ = 20 mmol/l i el e
3 R = 0.9645
= y =3,4.10"%x - 649,8
5 R = 0,9489
N 5000
&

0

I )
0 2.0x10° 4.0x10°
Trolox (mol)

Obrazek 15: Zavislost zpozdeni chemiluminiscence na latkovém mnozstvi troloxu

pri riiznych koncentracich CTAB.
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Tokoferol + CTAB

20000-
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Obrazek 16: Zavislost zpozdeni chemiluminiscence na ldtkovéem mnozZstvi o-

tokoferolu pri riiznych koncentracich CTAB.

DalSim testovanym surfaktantem byl CPB. Bylo zji§téno, Ze CPB je velmi u¢inny

zhdse¢ CL smési, piipadné inaktivuje HRP natolik, Ze pii experimentech nebyla

zaznamenana méfitelna chemiluminiscence.

Dalsi série experimentli byla v€novana neionickym surfaktantim. Byly testovany

surfaktanty TX 100, Tween 40 a Brij 35. Vysledky pro trolox jsou uvedeny na Obr. 17-19.

I
4.0x10°°

600019 _o- TX 100 c =5 mmolll
m - TX100 c =10 mmol/l
(=
%
3-2000-

0
]
0 2.0x10°°
Trolox (mol)

Obrazek 17: Zavislost zpozdeni chemiluminiscence na latkovém mnoZstvi troloxu

pri ruznych koncentracich TX 100.
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Je patrné, ze pifi pouziti Tween 40, se antioxidac¢ni kapacita troloxu nejvice
ptiblizuje antioxida¢ni kapacité troloxu z Obr. 14, kdy v reak¢éni smési nebyl pfitomen
zadny surfaktant. Tween 40 by mohl byt vhodnym surfaktantem pro méteni antioxidacni
kapacity lipofilnich vzorkl, nicméné prace s nim je obtizna, nebot’ je kapalny a jeho

navazky nemusi byt pfesné.

20000
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R =0,9878
7] - TWEEN40 ¢ =10 mmol/l :
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= | y =1,6-10"°x-430,1
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Obrazek 18: Zavislost zpozdeni chemiluminiscence na latkovém mnoZstvi troloxu

pri riiznych koncentracich Tween 40.

Trolox + Brij 35

Poslednim testovanym neionickym surfaktantem byl Brij 35 (Obr. 19). Pfitomnost
Brij 35 v reakéni smési ovliviiuje stanoveni antioxidacni kapacity (hodnoty jsou ptiblizné
1,3x vétsi), ale tento rozdil je vyrazné nizsi nez u CTAB (Obr. 14). Vzhledem k tomu, Ze
Brij 35 je pevna latka, byl také pouZzit pro stanoveni antioxidacni kapacity kyseliny

askorbové a byl pouzit pro solubizaci lipofilnich antioxidantu (a-tokoferol, kvercetin).
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Obrazek 19: Zavislost zpozdéni chemiluminiscence na latkovém mnoZstvi troloxu

pri ruznych koncentracich Brij 35.

Kys. askorbova + Brij 35
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Obrazek 20: Zavislost zpozdéni chemiluminiscence na latkovém mnozstvi kyseliny

askorboveé pri riiznych koncentracich Brij 35.

cv v

kapacity ze vSech antioxidantti pouzitych v této praci pii pouziti uvedené metody.
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a-tokoferol + Brij 35

Mg¢feni antioxidaéni kapacity a-tokoferolu v piitomnosti Brij 35 (Obr. 21) ukazalo,

ze ani v tomto piipade s pouzitim metody s HRP neni antioxida¢ni kapacita troloxu a a-

tokoferolu stejna.

400004 - Brij35c =5 mmol/l
m - Brij 35 ¢ =10 mmol/l
(_J] 300004 -4 Brij 35 c =20 mmol/l
=
2 200004
N
(o]

F 10000-

0 3.0><|10‘9
Tokoferol (mol)

Obrazek 21: Zavislost zpozdéni chemiluminiscence na latkovém mnozZstvi o-

tokoferolu p7i riznych koncentracich Brij 35.

Kvercetin + Brij 35

Dalsim antioxidantem, ktery byl studovan v pfitomnosti Brij 35, byl kvercetin (Obr.
22). Kvercetin je za podminek experimentu, podobné jako lipofilni antioxidanty,

nerozpustny, proto byla otestovdina moznost meéfeni jeho antioxidacni

po solubilizaci v roztoku Brij 35.
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Obrazek 22: Zavislost zpozdeéni chemiluminiscence na ldatkovéem mnozstvi

kvercetinu pri riiznych koncentracich Brij 35.

Metoda vyuZivajici anorganicky systém

Druhou metodou pro stanoveni antioxidac¢ni kapacity latek byla metoda vyuzivajici
anorganicky systém. Reakéni smés misto HRP a fosfatového pufru obsahovala chlorid
kobaltnaty a pufr Bis-Tris (pH = 8). Bez pfitomnosti surfaktantu neposkytuje reakéni smés
luminolu, pufru, H,0; a Co?* chemiluminiscenci. Proto byla uvedena chemiluminiscenéni
smés a jeji vyuziti pro stanoveni antioxidacni kapacity studovana V pfitomnosti stejnych
surfaktantt, které byly pouzity u metody vyuzivajici HRP (CPB, TX 100, Brij 35 nebo
Tween 40). Ukazalo se vSak, Ze Zadny z testovanych surfaktantli chemiluminiscenci
neumoziuje, proto bylo mozné zjistit antioxidacni kapacitu antioxidantl (trolox, kyselina

askorbova, a-tokoferol a kvercetin) pouze s CTAB v reakéni smési.

Trolox + CTAB

Podobné jako u metody s HRP je u Obr. 23 patrné zpozdéni chemiluminiscence
s rostouci koncentraci troloxu. Intenzita chemiluminiscence je cca 10x niz§i, nez u
peroxidasové metody, ale jeji vyhasinani je pomalejsi, obecn¢ lze fici, ze metoda poskytuje

reprodukovatelnéjsi vysledky nez metoda vyuzivajici HRP.
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Obrazek 23: Zavislost intenzity CL na case pro riizné koncentrace troloxu.
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Obrazek 24: Zavislost zpozdeni chemiluminiscence na latkovém mnoZstvi troloxu

pri riiznych koncentracich CTAB.

Z Obr. 24 — 27 je patrné, ze ruzné koncentrace CTAB v reak¢éni smési neovliviuji
antioxida¢ni kapacitu meéfenych antioxidantl jako v pfipadé metody s HRP. DalSim
rozdilem oproti metodé¢ s HRP je, Ze trolox a a-tokoferol poskytuji stejné hodnoty

antioxidacni kapacity, ¢imz se potvrzuje, ze trolox je ekvivalentni a-tokoferolu.
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a-tokoferol + CTAB
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Obrazek 25: Zavislost zpozdeéni chemiluminiscence na ldtkovéem mnozZstvi o-

tokoferolu pri riiznych koncentracich CTAB.

Kys. askorbova + CTAB
Mg¢feni antioxidacni kapacity kys. askorbové anorganickym systémem potvrzuje, ze
kys. askorbova poskytuje podobnou (o 15% nizs8i) hodnotu antioxida¢ni kapacity jako

trolox a a-tokoferol.
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Obrazek 26: Zavislost zpozdéni chemiluminiscence na latkovém mnoZstvi Kys.

askorboveé pri riiznych koncentracich CTAB.
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Kvercetin + CTAB
Antioxidacni kapacita kvercetinu musela byt méfena pouze pro malé koncentrace
kvercetinu. Davodem bylo, Ze vysSi koncentrace uclinn€¢ zhdsi chemiluminiscenci

vyvolanou anorganickym systémem.

4000-] -~ CTABc =5 mmolll I y=1,9-10"%x-162,7
0 - CTABc =10 mmol/l R= 0,9854112
i y=1910"%x- 31,03
6' R =0,9947
5 2000
e}
N
&

0

| )
0 1.0x10° 2.0x10°
Kvercetin (mol)

Obrazek 27: Zavislost zpozdéni chemiluminiscence na ldtkovéem mnozstvi

kvercetinu pri riznych koncentracich CTAB.

Metoda poskytuje vyrazné vyssi (28x) hodnotu antioxidacni kapacity pro kvercetin
ve srovnani s troloxem a a-tokoferolem. Je znamo, ze kvercetin je ma vyrazné vyssi
antioxida¢ni uc¢inky nez trolox a a-tokoferol, TEAC pro kvercetin ma 6,9x vyssi hodnotu
[59], tato hodnota vSak plati pro antioxidacni ucinky troloxu a kvercetinu vuci radikalu

ABTS-".
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo zjisténi interakce povrchové aktivnich latek s reakéni smési,
kterd obsahovala kienovou peroxidasu, luminol, peroxid vodiku a antioxidant pfi
fyziologickém pH (7,4). Dal§im cilem prace bylo nahrazeni kienové peroxidasy
anorganickym systémem a opét provedeni studie vlivu povrchové aktivnich latek na
reakéni smés.

Pro studium ovlivnéni uvedenych reakénich smési povrchové aktivnimi latkami
byly vybrany dva kationické (CTAB, CPB) a tii neionické surfaktanty (TX 100, Tween 40
a Brij 35). Pro studium byly pouZity relativné vysoké koncentrace surfaktanta (5, 10 a
20 mmol/l), aby bylo mozné do vzniklych micel solubilizovat dostate¢nd mnozstvi
testovanych antioxidantt.

Z vysledki metody s HRP bylo zjisténo, ze pritomnost CTAB zvysSuje hodnoty
prodlev néstupu chemiluminiscence o cca 76 %. Pouzitelnost metody pro stanoveni
lipofilnich antioxidantd byla testovana na ptikladu a-tokoferolu. Z vysledkt vyplyva, ze a-
tokoferol poskytoval vysSi hodnotu antioxidac¢ni kapacity (1,4x) nez trolox. Dal$im
testovanym surfaktantem byl CPB. Bylo zjisténo, ze CPB je velmi U¢inny zhase¢ CL
smeési.

Z neionickych surfaktnati byly testovany TX 100, Tween 40 a Brij 35. VSechny
neionické surfaktanty poskytovaly podobné vysledky antioxidacni kapacity. Pro dalsi
stanoveni byl vybran Brij 35.

Ptitomnost Brij 35 v reakéni smési mirn€ ovlivnila stanoveni antioxidacni kapacity
— hodnoty byly pfiblizné 1,3x vEtsi ve srovnani se stanovenim v nepfitomnosti surfaktanti.
Bylo testovano stanoveni antioxidaéni kapacity pro kyselinu askorbovou, a-tokoferol a
vSech antioxidantl pouzitych v této praci pii pouziti uvedené metody. Méteni antioxidacni
kapacity a-tokoferolu v ptfitomnosti Brij 35 ukazalo, Ze ani Vv tomto pfipadé s pouzitim
metody s HRP nebyla antioxida¢ni kapacita troloxu a a-tokoferolu stejna.

Druhou metodou pro stanoveni antioxidaéni kapacity latek byla metoda vyuzivajici
anorganicky systém. Reak¢ni smés misto HRP a fosfatového pufru obsahovala chlorid
kobaltnaty a pufr Bis-Tris o pH = 8. Bez pfitomnosti surfaktantu neposkytovala reakéni
smés luminolu, pufru, H;O, a Co®* chemiluminiscenci. Proto byla uvedena

chemiluminiscencni smés a jeji vyuziti pro stanoveni antioxidacni kapacity studovana
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V pfitomnosti stejnych surfaktanti, které byly pouzity u metody vyuzivajici HRP (CPB,
TX 100, Brij 35 nebo Tween 40).

Ukazalo se vSak, ze s vyjimkou CTAB v pfitomnosti zadného z testovanych
surfaktantl smés neposkytovala chemiluminiscenci, proto byly experimenty realizovany
pouze s CTAB. Intenzita chemiluminiscence byla cca 10x niz§i, nez u peroxidasové
metody, ale jeji vyhasindni bylo pomalejsi, obecné lze fici, ze metoda poskytuje
reprodukovatelnéjsi vysledky nez metoda vyuzivajici HRP. Rizné koncentrace CTAB
v reak¢ni smési neovliviiovaly antioxida¢ni kapacitu méfenych antioxidantt jako v ptipadé
metody s HRP. Dalsim rozdilem oproti metodé s HRP bylo, Zze trolox a a-tokoferol
poskytovaly stejné hodnoty antioxidacni kapacity. M¢étfeni antioxidacni kapacity kys.
askorbové metodou vyuZzivajici anorganicky systémem potvrzuje, ze kys. askorbova
poskytuje podobnou (pouze o 15 % niz$i) hodnotu antioxida¢ni kapacity jako trolox a a-
tokoferol. Antioxida¢ni kapacita kvercetinu musela byt méfena pouze pro malé
koncentrace kvercetinu, protoze vys§i koncentrace uU¢inn€ zhasi chemiluminiscenci
vyvolanou anorganickym systémem. Metoda poskytuje vyrazné vyssi (28x) hodnotu

antioxidacni kapacity pro kvercetin ve srovnani s troloxem a a-tokoferolem.
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6 SUMMARY

The purpose of this work was to find out the interaction between surfactants and
reaction mixture, which contained horseradish peroxidase, luminol, hydrogen peroxide and
antioxidant in physiological pH (7,4). Another purpose of this work was replacing
horseradish peroxidase for inorganic system and performing the study focused on the effect
of surfactants on reaction mixture.

To study the effect of surfactants on the aforementioned reaction mixtures by two
cationic (CTAB, CPB) and three nonionic surfantants (TX 100, Tween 40 and Brij 35)
were chosen. Quite high concentrations of surfactants (5, 10 and 20 mmol/l) were used in
order to solubilize sufficient amounts of tested antioxidants.

From the results obtained with HRP method it was found out that the presence of
CTAB increases delayed values of chemiluminescence onsets. The values of CL delays
were about 76 % higher. The usability of this method for determining lipophilic
antioxidants was tested on a-tocopherol. a-tocopherol gave significantly higher value of
antioxidant capacity (1,4x) than trolox. Another tested surfactant was CPB. It was found
out that CPB is very effective quencher of CL mixture and therefore cannot be used in the
antioxidant capacity assay.

From nonionic surfactants TX 100, Tween 40 and Brij 35 were tested. All nonionic
surfactants gave similar results of antioxidant capacity. Brij 35 was chosen for more
detailed study.

The presence of Brij 35 in the reaction mixture slightly affected the determination
of antioxidant capacity — values were approximately 1,3x higher in comparison with the
determination without surfactants. Antioxidant capacity was measured also for ascorbic
acid, a-tocopherol and quercetin. Ascorbic acid gave the lowest antioxidant capacity value
from all antioxidants used in this work using HRP method in the presence of Brij 35.
Measurement of antioxidant capacity of a-tocopherol in the presence of Brij 35 showed
different value compared to trolox. It can be concluded, that HRP method provides
inconsistent results of antioxidant capacities of the standard antioxidants. Another method
for the determination of antioxidant capacity of substances was method using inorganic
initiation system. Reaction mixture contained cobalt (1) chloride and Bis-Tris (pH = 8)
buffer instead of HRP and phosphate buffer. In the absence of surfactant the reaction
mixture of luminol, buffer, H,O, a Co®*, did not provide any chemiluminescence. For this

reason the reaction mixture and its usage for determination of antioxidant capacity was
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studied in the presence of the same surfactants which were used in HRP method (CPB, TX
100, Brij 35 or Tween 40).

However, with the exception of CTAB, no chemiluminescence was observed in the
presence of these surfactants. That’s why all other experiments were carried out with
CTAB only. The intensity of chemiluminescence was about 10x lower than intensity
observed with HRP method, but its decay was slower. Generally, one can say that this
method gives more reproducible results than HRP method. Different concentrations of
CTAB in the reaction mixture didn't have effect on antioxidant capacity of measured
antioxidants as in the case of HRP method. Another difference against HRP method was
that trolox and a-tocopherol gave the same values of antioxidant capacity. Measurement of
antioxidant capacity of ascorbic acid using inorganic system confirms that ascorbic acid
gives similar (only 15 % lower) value of antioxidant capacity as trolox and a-tocopherol.
Antioxidant capacity of quercetin had to be measured only for low concentrations, because
higher concentrations effectively quench chemiluminescence induced by inorganic system.
The method gives distinctly higher (28x) value of antioxidant capacity of quercetin in

comparison with trolox and a-tocopherol.
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