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1. Uvod

V organismu neustale vznikaji ¢innosti metabolismu, i dal§imi cestami, volné
radikaly. Tyto latky jsou velice reaktivni a mohou zptisobovat poskozeni organismu,
které se projevuje jako degenerativni onemocnéni a starnuti. Na ochranu pred
poskozenim je organismus vybaven ochrannymi latkami — antioxidanty. T¢lo je
schopno antioxidanty vytvaret, ale soucasn¢ je musi piijimat v potravé. Z tohoto diivodu
ma vyznam stanoveni antioxidac¢ni kapacity (total antioxidant capacity — TAC) riznych
potravin.

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byla vyvinuta cela fada metod, ze kterych je
nejpouzivanéjsi metoda ORAC, zalozena na sledovani vlivu antioxidant na poskozeni
fluoreskujiciho proteinu B-fykoerythrinu. Mezi dalsi metody patii metoda zalozena na
redukci zelezitého komplexu — FRAP, nebo metody sledujici odbarvovani roztoka
stabilnich radikali ABTS" a DPPH piisobenim antioxidantfl. Existuje i fada metod
zalozenych na inhibici chemiluminiscence (CL). Vyhodou téchto metod je dostupnost
automatickych pfistroji schopnych méfit v mikrotitracnich desti¢kach.

Cilem této prace je

e porovnani metod stanoveni antioxidacni kapacity vyuZzivajich
chemiluminiscen¢ni reakci luminolu.

e Porovnavana je metoda zalozena na CL luminolu iniciované CTAB-
BisTris-CoCl,-H,0; a

e enzymaticka metoda vyuzivajici K iniciaci CL luminolu kienovou
peroxidasu a H,O,.

e testovani vlivu pfidavku CTAB do reakéni smési luminol- kienova
peroxidasa a H,O..

e QOv¢éfeni pouzitelnosti vySe uvedenych metod pro stanoveni antioxidacni
kapacity vybranych realnych vzorki (¢ervené vino, pomerancovy dzus,

olivovy olej)
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2. Teoreticka cast

2.1. Reaktivni formy kysliku a dusiku

Jako reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species-ROS) je oznaCovana
skupina latek odvozenych od molekularniho kysliku. Kromé meziprodukti redukce
kysliku na vodu jsou zde fazeny i nékteré dalsi latky. Skupina zahrnuje jak radikaly, tak
I latky neradikalové povahy.

Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species-RNS) odvozujeme z oxidu
dusnatého a opét je lze rozdélit na radikaly a neradikalové latky. Tab. 1 ukazuje
vyznamné ROS/RNS.

Latky neradikalové povahy|Radikaly

Peroxid vodiku H,0, Superoxidovy O, -
Kyselina chlorna HCIO Hydroperoxylovy HO,
ROS Ozon O3 Alkylperoxylovy ROO
. Hydroxylovy OH'
Singletovy kyslik “O, :
Alkoxylovy RO

Peroxynitrit ONOO
Alkylperoxynitrit ROONO
Oxid dusity N,O3
Kyselina dusitd HNO,

Oxid dusnaty NO

RNS

Oxid dusicity NO,

Tabulka 1. Reaktivni formy kysliku a dusiku.

2.1.1. Vlastnosti

Radikaly jsou charakteristické piitomnosti neparovych elektrond, to je divodem
jejich vysoké reaktivity a snahy doplnit elektronovy par. Dalsi elektron mohou ziskat
vytrzenim vodiku z jiné molekuly. Nékteré radikaly se stabilizuji odevzdanim svého
nadbyte¢ného elektronu. Typicky je fetézovy prabeh reakei, to znamena, Ze se molekula
po reakci s radikalem a ztraté elektronu sama méni na radikal, pivodni radikal pfitom

zanika. Reakce takto pokracuje, dokud nedojde Kk setkani dvou radikalii nebo vzniku

11



stabilniho radikalu. Timto zplisobem miize byt pozménéno velké mnozstvi molekul, nez
dojde k zastaveni reakce.

Reaktivita neradikalovych latek miize mit rizny ptavod, naptiklad excitovany stav
elektronti kysliku-singletovy kyslik. Jinym ptikladem jsou reakce nékterych ROS/RNS
za vzniku radikalt, jako je rozklad peroxidu vodiku na hydroxylové radikaly vlivem
iontl pfechodnych kovt.

V tabulce 2. jsou zobrazeny stfedni doby Zivota nékterych reaktivnich latek pii
koncentracich, v jakych se mohou vyskytovat v organismu [1].

Hydroxylovy radikal reaguje prakticky ihned na misté vzniku s molekulami
V bezprostfednim okoli, to znamena, ze ma velice kratkou dobu zivota. Tato vlastnost
snizuje pravdépodobnost setkani hydroxylového radikalu s antioxidanty a proto je tento
radikal velmi nebezpeény. Snad jediny prakticky zpisob ochrany pted jeho ucinky je

predchazeni jeho vzniku.

ROS/RNS Stfedni doba zivota (s)
Hydroxylovy radikal OH  [1-10°

Alkoxylovy radikal RO 1-10°

Peroxylovy radikal ROO  |7s

Singletovy kyslik *O, 1-10°

Oxid dusnaty NO' 1-10

Peroxynitrit ONOO" 0,05-1

Tabulka 2. Stfedni doba zivota nékterych ROS a RNS, stiedni doba zivota v
tabulce neuvedenych H,O, a O, ~ je zavisla na ¢innosti enzymu glutathionperoxidasy,
katalasy a superoxiddismutasy [1].

2.1.2. Vznik ROS/RNS v organismu

Nejvyznamnéjsim zdrojem ROS v organismu je aerobni metabolismus probihajici
v mitochondriich, hlavné pak elektronovy transportni fetézec [2], umistény na vnitini
mitochondrialni sténé. Tento fetézec reakci je zodpovédny za reoxidaci NADH,
vznikajictho ¢&innosti citratového cyklu, zpé&t na NAD®. Elektrony jsou postupné
prenaseny systémem enzymu oznacovanych jako komplex -1V az na kyslik. Ten je

Ctyfmi elektrony redukovan a nasledné protonovan za vzniku dvou molekul vody.
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Komplex | prenasi dva elektrony z NADH na semichinoidni formu ubichinonu
QH za vzniku dvou molekul ubichinolu QH,. V komplexu Il je QH; opé&tovné
oxidovan proteinem cytochromem c, ktery se vyskytuje v mezimembranovém prostoru.
Komplex IV pfebira elektrony z cytochromu ¢ a ptedava je na kyslik, takto jsou ziskany
dva elektrony. Dalsi dva elektrony z celkovych ¢tyf potfebnych na redukci molekuly
kysliku na dvé molekuly vody zajistuje komplex II, ktery je ziskava ze sukcinatu
z citratového cyklu a predava je komplexu I, ten pak cytochromu ¢ a dale na komplex
V.

Soucasné s prenosem elektrontt dochazi v komplexech | a Il k pfecerpavani
protonii z matrix mitochondrie do jejiho mezimembranového prostoru. S rostoucim
rozdilem koncentraci protont se zvétSuje rozdil elektrochemickych potenciali mezi
matrix a mezimembranovym prostorem mitochondrie. Tento rozdil potenciald je hnaci
silou navratu protoni zpét do matrix. Protony pfi navratu prochéazeji vnitini
mitochondrialni sténou ptes enzym ATP synthasu. Proud protont tak dodava energii
Kk tvorbé ATP. Cely tento proces je pak oznacovan jako oxidativni fosforylace.

Pies vysokou u¢innost elektronového transportniho fetézce dochazi k tnikim
elekronti pfimo na kyslik misto toho, aby byly piredany dal$im ¢astem fetézce. Toto
nastava zejména v komplexu | a v mensi mife v komplexu Ill [3] ve kterych probiha
jednoelektronovd redukce semichinonové formy ubichinonu (koenzym Q10) na
ubichinol a opétovna reoxidace.

Nasledkem ptedasného tUniku elektronu na kyslik vznikd superoxidovy
radikalanion O, . V komplexech II a IV nedochdzi k vyznamnéjsi tvorbé O,
pravdépodobné proto, Ze pritomné latky nemaji dostate¢né zaporny redoxni potencial a
tedy potiebné redukéni vlastnosti [2].

Vysvétleni pro¢ vznika pravé O,” lze nalézt v praci K. B. Beckmana a B. N.
Amese [4]. Divodem je skuteCnost, Ze Kyslik je v zakladnim stavu tripletem, ma tedy
dva neparové elektrony se stejnym spinem. Aby mohl pfijmout dva elektrony soucasné,
musely by mit kjeho elektronim antiparalelni spin, to ovSem Pauliho princip u
elektronového péaru nedovoluje. Nasledkem toho déava kyslik pfednost postupnym
jednoelektronovym vyménam a soucasné piijeti dvou nebo Ctyi elektronit musi byt
zprostfedkovano enzymy. Podle E. Cadenase a kol. [5] je jednoelektronova oxidace

molekul kysliku v komplexech I a 11l hlavni zdroj O, v organismu a odhaduje se, ze 1—
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2% celkové denni spotieby kysliku je pfeménéno na O, . To za piedpokladu spotieby
6,4 litrd kysliku na kilogram télesné hmotnosti odpovida dennimu vzniku 160-320
mmol O, na zenu vazici 60 kilogramt a 215-430 mmol na muze o hmotnosti 80
kilogramu [5].

Superoxidovy radikal-anion se mutze vyskytovat i v protonované formé¢ HO,
zvané hydroperoxylovy radikal, pK,=4,69 [6], proto za podminek, které jsou v cytosolu
bunék jsou pouze asi 0,3% O, v protonované formé [7].

Dalsi ROS mohou vznikat naslednymi reakcemi O;". Disproporcionaci O, vznika
peroxid vodiku. Tato reakce pomalu probiha spontané, v organismu je vSak
katalyzovana ¢innosti superoxiddismutasy (SOD). Dal§im moznym zdrojem peroxidu
vodiku je oxidani deaminace biogenich aminli jako jsou tyramin, dopamin nebo
serotonin monoaminoxidasami na vné&js$i mitochondrialni membrané [8]. Peroxid vodiku
ma oxidacni u€inky, ale jeho velmi nebezpecnou vlastnosti je schopnost homolytického
rozkladu za tvorby vysoce reaktivnich hydroxylovych radikala OH. Tuto reakci
katalyzuji enzymy peroxidasy nebo ionty pfechodnych kovi, prikladem Fe?* a Cu® [9].

Kyselina chlorna ma silné oxidaéni ucinky a v organismu vznika z peroxidu
vodiku a chloridového aniontu ¢innosti myeloperoxidasy v bilych krvinkach
neutrofilech [10] jako jedna zlatek podilejich se na likvidaci pohlcenych
mikroorganismil.

Zdrojem oxidu dusnatého v organismu je enzym NO-synthasa, ktery jej vytvaii
z aminokyseliny  L-argininu. Reakci oxidu dusnatého se superoxidovym
radikalaniontem vznika peroxynitrit ONOQO". Ob¢ vychozi latky jsou ve zvySené miie
produkovéany pii zanétlivych reakcich a tak dochazi k velkému nardstu produkce
ONOOQO'. NO dokaZe snadno pronikat bunécnou sté€nou, neni proto podminkou vzniku
ONOO" aby NO a O, " vznikaly ve stejné butice. Peroxynitrit se muze za fyziologickych
podminek vyskytovat i v protonované formé kyseliny peroxodusit¢ HOONO s pK;=6,6
[11].

2.1.3 Uginky ROS/RNS na organismus

Produkovéany Vv pfiméfeném mnozstvi slouzi ROS/RNS jako signalni molekuly,
NO napi. snizuje napéti hladkého svalstva. K signalizaci hypoxie slouzi druh ROS

produkovany mitochondriemi. S klesajici koncentraci kysliku pfechazi mitochondrie

14



z produkce O, " (stacionarni koncentrace se pohybuji v rozmezi 20—130 umol/l O,) a na
ONOO" za hypoxie (2-20 pumol/l O,). Pokud poklesne koncentrace kysliku pod 20
umol/l, nastavaji anoxické podminky a mitochondrie produkuje NO [12].

Pti nadmérném vyskytu reaktivnich latek dochazi ke vzniku nezadoucich procesti,
které plynou z vysoké reaktivity a Casto fetézového prabehu reakei.

Velice nachylné k napadeni radikalem a odtrzeni vodiku jsou kvili pfitomnosti
dvojnych vazeb polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), at uz volné nebo jako
soucast lipidi. Radikdl mastné kyseliny pak podléhd reakci s kyslikem za vzniku
peroxylového radikalu, tento proces se nazyva peroxidace lipidi. Reakce déle pokracuje
bud’ spojenim dvou radikalt, nebo napadenim dalSich mastnych kyselin a tim ke vzniku
velkého mnozstvi poskozenych molekul lipidi. Mimo vySe popsany mechanismus
miuze peroxidaci lipidi dochazet piimou reakci mastnych kyselin se singletovym
kyslikem [13]. Jelikoz jsou bunééné membrany slozeny z lipidi, mize vlivem téchto
reakci dojit k jejich naruSeni.

Volné radikaly jsou také pivodcem degradace proteinti. Reakcemi s bocnimi
aminokyselinovymi fetézci miize dojit k zesitovani proteinti. Nejvice nachylné
k oxidaci jsou aminokyseliny obsahujici sulthydrylové skupiny, které se oxiduji za
vzniku disulfidovych vazeb. Muze dochazet i k oxidaci patefniho fetézce, po které
obvykle nasleduje rozstépeni proteinu [14]. Protoze je vétSina enzymi sloZena
z proteinti, mohou i enzymy byt poSkozeny pusobenim radikali. Funkce enzymu je
zavisla na jejich struktufe, jakakoliv jeji zména nebo nezadouci oxidace aktivnich mist
mize vést K naruseni jejich ¢innosti.

Oxidativni poskozeni DNA se tyka jak nukleovych bazi, tak i ribosové patefe.
Poskozeni DNA muze vést K chybné expresi genu a tedy K produkci vadnych proteint a
enzymu. PoSkozené baze jsou obvykle opravovany jejich vystfizenim a nahrazenim,
mize vSak dojit k chybné ndhrad¢ vadné baze nebo jejimu vynechani a opét nespravné
expresi. Paradoxné mitochondrialni DNA je z divodu absence ochrannych histond a
blizkosti zdroje ROS citlivd na poskozeni a mnozZstvi oxidativné pozménénych bazi
byva 10-20 krat vyssi nez u jaderné DNA [5].

Nezadouci zmény nemusi zpisobovat jen samotné ROS/RNS, ale i produkty jejich

reakci s biologicky vyznamnymi molekulami. L. J. Marnett [15] uvadi jeden z moznych
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produktt lipidové peroxidace — malondialdehyd, schopny tvofit riuzné adukty

s nukleovymi bazemi DNA, tyto zmény mohou zptisobovat karcinogenitu a mutagenitu.

2.2. Antioxidanty

K napraveni vzniklych Skod a na piedchdzeni dalSimu poSkozeni existuje
v organismu né€kolik mechanisml. Poskozené nukleové baze DNA jsou obvykle
enzymaticky odstranény a nahrazeny novymi. Lipidové hydroperoxidy mohou byt
opraveny glutathionperoxidasou.

Oxidativni zmény proteinti lze napravit enzymatickou redukci nezadoucich
disulfidovych vazeb, nebo obnovenim oxidovanych bo¢nich aminokyselinovych fetézct.
Pokud je poskozeni piili§ rozsahlé jsou proteiny odbourany lysosomalnimi proteasami,
nebo peptidovymi komplex zvanymi proteasomy [16].

Skodam lze predchéazet zabranénim vzniku reaktivnich latek, ptikladem muiize byt
pritomnost pigmentii v pokozce, chranicich jeji bunky pohlcovanim dopadajiciho UV
zatenim, které ma dostateCnou energii na tvorbu singletového, a tedy velmi reaktivniho,
stavu kysliku.

Oxidativni poskozeni potlacuji latky zvané antioxidanty. Halliwell [17] definuje
antioxidant jako latku, ktera v pfitomnosti oxidovatelnych molekul vyrazné zpomaluje
nebo uplné zabranuje jejich oxidaci, i kdyz je pfitomna v menSim mnozstvi ve srovnani

s mnozstvim onéch oxidovatelnych molekul.

2.2.1. Déleni antioxidantu

Antioxidanty miZeme, podle zplisobu jejich plisobeni, rozdélit do dvou skupin.
Prvni pfedchazi nebo zpomaluje rozbéh fetézové reakce (preventative antioxidants) a
druha pak ukoncuje uz bézici fetézové reakce (chain breaking antioxidants) [18].

Mezi preventivni antioxidanty patii enzymy katalyzujici pfemény ROS na méné
Skodlivé latky (katalasa, superoxid dismutasa, peroxidasy), dale pak latky chelatujici
pfechodné kovy, jejichz ionty mohou pulsobit jako katalyzatory rozkladu peroxidu
vodiku, sem patfi ferritin, transferrin pro Zelezo, ceruloplasmin pro méd’ a dalsi.

Druhou skupinu tvoii latky oznacované jako nizkomolekularni antioxidanty (low
molecular weight antioxidants LMWA), patii sem fenolické latky, thioly, heterocykly.

Vyznamnymi zastupci jsou urat, askorbat, glutathion, a-tokoferol a B-karoten.
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LMWA lze rozdélit podle charakteru prosttedi ve kterém pusobi, tedy na
hydrofilni vyskytujici se pfedevsim v krevni plasmé a cytosolu bunék a lipofilni, které
1ze nalézt v bunéénych membranach a tukové tkéni, ale také Vv lipoproteinech krevni
plasmy.

K dilezitym hydrofilnim antioxidantim patii kyselina askorbova a kyselina
mocova (Obr. 1). Kyselina askorbova je v organismu velice rozsifena, vyskytuje se jak
v bunikach, tak i v mimobuné¢énych tekutinich. Je schopna jedno i dvouelektronové
redukce. Kyselina mocova vznika rozpadem purinovych bazi a je pfitomna v krevni
plasmé. Koncentrace téchto kyselin v krevni plasmé jsou 30-150 umol/l kyseliny
askorbové a 160-450 umol/l kyseliny mocové [1]. Obé kyseliny se za fyziologickych

podminek vyskytuji ve formé svych soli tedy askorbatu a urétu.

HO

H

0 M
— N f’*ﬁo

OH H

|
|
M
HO H
Obrazek 1. Kyselina askorbova a kyselina mo¢ova
Dale lze uvést bilirubin, ktery vznika plsobenim biliverdin reduktasy na
biliverdin — produkt rozkladu hemu. Jako antioxidant slouZi i tripeptid glutathion (GSH),
ktery se sklada z glutamatu, cysteinu a glycinu. Thiolova skupina mé redukéni
vlastnosti a proto mize GSH slouzit jako antioxidant[19]. Kromé pfimé antioxidacni
funkce slouzi GSH jako kofaktor nékterych antioxidacnich a detoxikacnich enzymu
kam patii glutathion S-transferasy a glutathionperoxidasy.
Snad nejvyznamnéj$im zastupcem lipofilnich antioxidantli jsou tokoferoly, hlavné
pak
a-tokoferol (Obr. 2). Existuji ¢tyfi izomerni formy o, B, y a & vzajemné se od sebe lisici
polohou a poctem methylovych skupin na chromenovém jadie. Pfibuznou skupinou
tokoferolli jsou tokotrienoly, které na rozdil od tokoferoli maji nenasyceny bocni
fetézec, stejn¢ jako u tokoferoll se vyskytuji ve Ctyfech formach. Obé skupiny jsou pak

oznacovany jako vitamin E.
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Obrazek 2. a-tokoferol

Dalsi skupinu tvofi karotenoidy, ze kterych jsou nejvyznamngjsi p-karoten a
lykopen (Obr. 3). Konjugované dvojné vazby jim davaji ¢ervené zbarveni a soucasné

jsou podstatou jejich antioxidacnich schopnosti.

e e e S e~

B-karoten

f|xxxxxxxxxf’f

Lykopen
Obrazek 3. B-karoten a lykopen

2.2.2. Funkce antioxidantu

Z tab. 1 jsou patrné rozdily v dobach zivota jednotlivych ROS/RNS. Hydroxylovy
radikal je, jak jiz bylo uvedeno, typicky svou velice kratkou dobou zivota. To znamena,
Ze reaguje téméef okamzit€ poté, co je vytvofen a ochrana pfed nim je moZna pouze
pfedchazenim jeho wvzniku, pokud se tak nestane jedinou mozZnosti je oprava
napachanych $kod. Latky s delsi dobou zivota se mohou vlivem difuze dostat dal od
mista svého vzniku a zpisobit tam Skodu, ale soucasné je vyssi Sance na jejich
zachyceni systémem antioxidanta [20].

Aby byly antioxidanty uCinné, musi navzdjem spolupracovat, jinak by doslo
kjejich rychlému vycCerpani. Spoluprace je =zaloZzena na vzajemné regeneraci.

Oxidované formy antioxidantt jsou obvykle obnoveny enzymaticky. Cely fetézec reakci
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vypada podle prace L. Packera a kol. [21] nasledovné: Lipofilni antioxidanty tokoferoly
a tokotrienoly se oxiduji na tokoferoxylovy a tokotrienoxylovy radikal, ty jsou na
rozhrani lipidové a vodné faze redukovany askorbatem, ktery prechdzi na
semiaskorbylovy radikal. Poslednim antioxidantem v fetézci je glutation, ktery pracuje
jako antioxidant s disulfidovou oxidovanou formou (GSSG). Po piedani vodiku
oxidované form¢ askorbatu je obnoven z GSSG formy pomoci glutathionreduktasy a
NADPH [19].

Bilirubin je také schopny enzymové cyklické regenerace. Oxidovana forma zvana
biliverdin se zpétn¢ redukuje biliverdinreduktasou (BVR) za spoticby NADPH na
bilirubin a cyklus se mize opakovat. Vysoka aktivita BVR umoziuje, aby byla hladina
bilirubinu nizka, a ptesto mohl fungovat jako antioxidant. Vysoké koncentrace

bilirubinu vsak pusobi toxicky [22].

NADPH NADP*

Biliverdin reduktasa
Biliverdin Bilirubin

co
Fe 2
0, H;O
NADPH NADP*

Hemoxygenasa
Cyt P450 reduktasa

Hydrofilni ROS

Glutathionperoxidasa

Glutathion Oxidovany
(GSH) glutathion

(GSSB)

Glutathionreduktasa

NADP* NADPH

Obrazek 4. Cyklicka enzymaticka regenerace bilirubinu a glutathionu.

Pievzato z [22].
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2.3. Antioxidacni kapacita

Pokud dojde k nadmérnému vyskytu ROS/RNS nebo poklesu mnozstvi ¢i
ucinnosti antioxidantd, nastava poSkozeni oxidovatelnych latek a tim tkani a nasledné i
organismu — oxidacéni stres. Schopnost tkani odolavat oxida¢nimu stresu se oznacuje
jako antioxidacni kapacita. Biologické latky obsahuji mnoho druhi antioxidantd, jejihz
ucinky se mnohdy vzijemné¢ zesiluji. Stanoveni uc¢innosti kazdého zvlast by bylo
naro¢né, a proto se urCuje takzvana celkova antioxidacni kapacita (total antioxidant
capacity — TAC) [23].

Casto je antioxidaéni kapacita zjistovana na vzorcich potravin. Ukazuje se, Ze
konzumace ovoce a zeleniny ma vliv na snizeni vyskytu degenerativnich onemocnéni.
Neni pfesn¢ zndmo, které slozky rostlinné stravy jsou za toto snizeni zodpovédné, ale
zda se, ze divodem bude vysoky obsah antioxidantl. Urcovani piesné TAC je ztiZeno
tim, ze existuje mnoho antioxidanti s riznymi mechanismy ucinku. Vysoka hodnota
TAC zjisténa nékterou z metod tedy nemusi znamenat odpovidajici zlepSeni odolnosti

organismu proti oxida¢nimu stresu.

2.3.1. Vyjadrovnani antioxida¢ni kapacity

Antioxidaéni kapacitu je mozné vyjadtit srovnanim G¢inku antioxidanti ve vzorku
se znamym mnozstvim standardu, ktera by zpusobila stejnou odezvu. Jako standard
slouzi razné latky, obvykle se pouziva ve vodé rozpustny analog tokoferolu zvany
trolox, kyselina askorbova, kyselina gallova a tokoferol. Antioxida¢ni kapacita se pak
udava jako latkové mnozstvi pfisluSného standardu na urc¢ity objem nebo hmotnost
vzorku. ProtoZze se trolox nevyskytuje v potravinach a soucasné pojem latkova
koncentrace nemusi byt pro vefejnost srozumitelna, navrhuje D. Kim a kol. [24]
pouzivat jako standard vitamin C. Antioxida¢ni kapacita by pak byla vyjadiena

v miligramech vitaminu C na sto gramil nebo sto mililitrt daného vzorku potraviny.

2.3.2. Metody stanoveni antioxida€ni kapacity

Metoda ORAC (oxygen-radical absorbing capacity)
Metoda je dilem G. Cao a kol. [25]. Zakladem je indikatorovy protein [3-

fykoerythrin (B-PE) a zdroj peroxylovych radikald 2,2’-azobis(2-amidinopropan)
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dihydrochlorid (AAPH), lze ovsem mozné pouzit i zdroje jinych radikalt. Jako standard
je pouzit trolox.

B-PE je schopny fluorescence s emisi pii 565 nm po excitaci zafenim vinové délky
540 nm. S poSkozenim vlivem radikala ztraci B-PE schopnost fluorescence.

Generovani peroxylovych radikélu se spusti zahfatim AAPH na 37 °C a pokles
fluorescence je sledovan kazdych 5 minut, az do Gplného vyhasnuti. K vyhodnoceni
méfeni se pouzivd Casovy prubé¢h vyhasinani fluorescence (Obr. 5). Plocha mezi
kiivkami slepého vzorku a vzorku s obsahem antioxidanti odpovida antioxida¢ni
kapacité. Srovnavacim méfitkem je jednotka ORAC. Jedna ORAC jednotka odpovida
plose mezi kiivkami slepého vzorku a vzorku troloxu o koncentraci jednoho pmol/l.
Hodnota ORAC stanovovaného vzorku je potom podilem velikosti plochy tohoto
vzorku a plochy vytvofené srovnavacim vzorkem troloxu. Antioxidacni kapacita se
vyjadii jako pocet jednotek na mililitr vzorku (units/ml).

Metoda ma byt schopna pracovat i s lipofilnimi vzorky po jejich rozpusténi

V acetonu.

Sample

Slank --=> 'Y G

\
\ \
E—.

Relative fluorescence of 8-PE

Incubation time (min)

Obrazek 5. Kfivky zhaSeni fluorescence B-PE, plocha mezi kfivkami slouZzi

k vyhodnoceni antioxida¢ni kapacity. Pfevzato z [25].
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Metoda FRAP (ferric reducing ability of plasma)

Autory metody FRAP jsou I. F. F. Benzie a J. J. Strain [26]. V této metod¢ neni
pouzit zadny zdroj radikald, ale vychdzi z pfedpokladu, ze antioxidanty maji redukéni
vlastnosti. Jako indikator zde slouzi redukce tripyridyltriazin Zelezitého komplexu
(Fe"'-“TPTZ) na Zeleznatou formu. Pfitomnost redukujicich latek se projevi vznikem
syté modrého zbarveni zeleznaté formy komplexu s absorpénim maximem pii 593 nm.

Vyvoj zbarveni je sledovan spektrofotometricky po dobu c¢tyf minut. Jako
standard je v této metod¢ pouzita dvoumocnd sil zeleza, obvykle siran zeleznaty.
Reakce Zeleznatych iontd s TPTZ vede piimo ke vzniku komplexu Fe'-TPTZ a vyvoji
modrého zbarveni. Koncentrace zeleznatych iontli, potfebnd k dosazeni stejné zmény
absorbance jakou poskytnou antioxidanty (redukujici latky) ve vzorku, je tedy méfitkem
antioxidacni kapacity, a oznacuje se jako hodnota FRAP (FRAP value) a udava se v
mikromol Fe”" na litr vzorku.

Nevyhodou metody je, Ze redukce Fe"-TPTZ probiha za nizkého pH okolo 3,6.
To miize zpusobit neaktivitu nékterych antioxidantli. Autofi FRAP metody toto ukézali
na albuminu, ktery ptestoZze nebyl z roztoku vysrdZen, nevykazoval vyznamnou

antioxidacni aktivitu, pravdépodobné kviili vlivu pH na jeho sulfhydrylové skupiny [26].

Metoda TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter)

Za metodou TRAP stoji D.D.R. Wayner a kol. [27]. Tato metoda vyuziva,
podobné jako metoda ORAC, generator peroxylovych radikali AAPH. Stanoveni se
provadi ve vzduchem nasyceném roztoku krevni plasmy a koncentrace kysliku v
roztoku je sledovana kyslikovou elektrodou. Pfitomnost antioxidantti inhibuje pokles
koncentrace kysliku, ktery by jinak byl spotfebovavan na peroxidaci oxidovatelnych
latek v krevni plasmé.

Doba, po kterou jsou antioxidanty schopny blokovat spotiebu kysliku, se nazyva
indukéni doba (tplasma). K popisu antioxidacni kapacity slouzi hodnota TRAP, ktera je
definovana jako pocet moli peroxylovych radikali zachycenych litrem vzorku a
vypocita se z rovnice TRAP=R; tpiasma. Hodnota R; se ziska ze vzorce Ri=n[trolox]/tirolox,
kde n je pocet peroxylovych radikalu zachycenych molekulou antioxidantu, v piipadé
troloxu nN=2. Tyolox Je druha indukéni doba vyvolana pridanim znamého mnozstvi troloxu

do vzorku po spotiebovani ptivodnich antioxidantt.
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Nov¢jsi verze této metody [28] vyuziva misto kyslikové elektrody fluoreskujici B-
PE, v tomto se podobd metodé ORAC. Rozdil mezi metodami spociva ve zpusobu
urovani antioxida¢ni kapacity. Postup podle A. Ghiselli a kol. [28] spociva ve
sledovani poklesu fluorescence B-PE. Po vycerpani antioxidanti vzorku dojde
k prudkému ubytku fluorescence. V tu dobu je do reakce ptidan roztok standardu a
zhaseni fluorescence se opét zastavi, dokud neni antioxidant standardu vycerpan.
Vyhodnoceni je pak provedeno porovnanim doby, po Kterou jsou antioxidanty vzorku a

standardu schopny chranit B-PE pfed poskozenim.

Metoda odbarveni ABTS™

Podstatou metody navrzené R. Re a kol. [29] je odbarveni radikalkationtu amonné
soli 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) (ABTS™) generovaného
reakci ABTS s peroxodisiranem draselnym. ABTS™ se vyznaduje modrozelenym
zbarvenim s absorpcnimi maximy pii 645 nm, 734 nm, 815 nm a 415 nm, tato posledni
vlnova délka byva nejcastéji pouzita pii urCovani antioxidacni kapacity.

Jsou mozné dvé cesty stanoveni antioxidacni kapacity, jedna spociva k ptidani
antioxidantdl k roztoku ABTS™ a sledovani poklesu absorbance. Druh4 Vv piitomnosti
antioxidantu uz pii generaci ABTS™, kdy po spotiebovani antioxidantu dojde k nartistu
absorbance. V metodé podle R. Re a kol. [29] je pouzita prvni cesta.

Meéfeni je vyhodnoceno jako procentudlni pokles absorbance v zavislosti na
koncentraci vzorku. Jako standard je pouZit trolox. Metodu je moZné pouzit ke

stanoveni antioxidacni kapacity hydrofilnich 1 lipofilnich vzork®.

Metoda odbarveni DPPH

Difenylpikrylhydrazyl (DPPH) je radikal stabilizovany delokalizaci neparového
elektronu po celé molekule. Roztok této latky méa tmavé fialovou barvu se silnou
absorpci pii 520 nm. P. Molineau [30] doporucuje provadét méfeni v methanolickém
nebo ethanolickém roztoku. Pokles absorbance v zavislosti na koncentraci vzorku
odpovida antioxida¢ni kapacité. Jako standard je mozné pouzit ruzné latky, jako je
kyselina skorbova, trolox, tokoferol a antioxida¢ni kapacita je pak vyjadiena jako

latkové mnozstvi standardu na gram méfeného vzorku.
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2.3.3. Chemiluminiscenéni metody

Chemiluminiscence je jev, kdy je cast energie vzniklé pti chemické reakci
uvolnéna v podobé¢ viditelného zateni. Aby k tomu mohlo dojit, musi byt latka schopna
pii pfechodu z excitovaného do zédkladniho stavu naraz uvolnit energii v rozsahu 168-
294 kJ/mol v zavislosti na barvé vyzareného svétla. Tento rozsah odpovida vinovym
délkam viditelného zateni.

Kvantovy vytézek luminiscencni reakce se vyjadiuje jako podil poctu vyzarenych
fotonu a poctu reagujicich molekul. Rovnice vytézku chemiluminiscence vypada takto:
OcL=0r Des Dk, kde Or je vytézek produktu reakce, Ogs je pocet molekul vstupujicich
do excitovaného stavu, z nihZ ¢ast deexcituje emisi svétla, to popisuje O — kvantovy
vytézek fluorescence.

Muze nastat situace, Ze pres vysoky kvantovy vytézek chemiluminiscence dochazi
Kk malé emisi svétla. To se stane, pokud je O dané latky velmi nizky, energie
excitovaného stavu této latky vSak mize byt pfeddna jiné molekule, kterd ma vysoky O
a tak lze dosdhnout silné emise svétla. Tomuto jevu se fika senzitizovana
chemiluminiscence [31]. Nejpouzivanéj§i chemiluminiscen¢ni latkou pii stanoveni
antioxidac¢ni kapacity je 3-aminoftalhydrazid, znamy jako luminol.

Chemiluminiscence luminolu je usnadnéna alkalickych prostitedim. Obr. 6
schématicky naznacuje pritb¢h reakce. Meziprodukty reakce jsou diazachinonova forma
luminolu, nebo Iuminolovy radikalaniont. Oxidaci téchto meziprodukti vznikaji
peroxidové formy luminolu, které se dale rozkladaji za uvolnéni dusiku na excitovanou

formu 3-aminoftalatu. Ten nasledné relaxuje za vyzareni modrého svétla.
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Obrazek 6. Mechanismus chemiluminiscen¢ni reakce dle [31].

Méné obvyklé je pouziti lucigeninu, latky ze skupiny derivati akridinu, S
modrozelenou chemiluminiscenci. Podobné jako u luminolu, i zde reakce (Obr. 7)
probiha v alkalickém prostiedi. Meziprodukt reakce se rozklada na N-methylakridon,
ktery relaxuje za vyzatreni svétla. Samotny N-methylakridon ma fluorescenci v modré
barvé, nazelenalé zbarveni chemiluminiscence je zpiisobeno pienosem energie z

excitované formy N-methylakridonu na lucigenin a vedlejsi produkty reakce [31].
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Lucigenin Dicxetanovy derivat M-methylakridon

Obrazek 7. Mechanismus chemiluminiscence lucigeninu [31].

Metoda vyuZivajici peroxid vodiku a kienovou peroxidasu

Metoda je postavena na schopnosti enzymi peroxidas $té€pit peroxidové vazby.
V postupu vyvinutém S. Girottim a kol. [32] je pouzita kienova peroxidasa (horseradish
peroxidase, HRP). Pasobenim HRP na peroxid vodiku jsou produkovany komplexy
HRP-H,0,, které jsou radikdlové povahy. Luminol je témito radikdly oxidovan a
dochazi k chemiluminiscenci v modré ¢asti spektra (425 nm).

Princip stanoveni antioxida¢ni kapacity spo¢ivd v tom, Ze antioxidanty piitomné
ve vzorku vznikajici radikaly pohlcuji. Antioxidanty reaguji jak pfimo s radikalovymi
komplexy HRP-H,0,, tak i s radikalovymi meziprodukty odvozenymi od luminolu. To
znamena, ze dokud nejsou antioXidanty spotiebovany, nedojde k chemiluminiscenci.

Stanoveni podle [32] probiha nasledovné. Je piipravena smés peroxidu vodiku,
luminolu a HRP a sleduje se vyvoj chemiluminiscence. Jakmile chemiluminiscence
dostoupi maxima a ustali se zde, je do reakce piidan vzorek s obsahem antioxidantu.
Piidavek zplsobi vyhasnuti emise svétla. Po urcité dobé se chemiluminiscence opét
obnovi. Doba od vyhasnuti zafeni po dosaZeni 30% pivodni intenzity je métitkem
obsahu antioxidantl ve vzorku. Vyjadfeni antioxidac¢ni kapacity je opét provedeno

srovnanim se standardem (troloxem).

Metoda s vyuZitim lucigeninu pouZitelnd na lipofilni vzorky

D. Christodouleas a kol. [33] navrhuji vyuziti lucigeninu jako chemiluminiscen¢ni
latky. Jako rozpoustédlo byl zvolen 2-propanol, aby bylo mozno pracovat s hydrofilnimi

1 lipofilnimi vzorky a soucasné je v ném rozpustny i lucigenin.
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Kmeéfeni se pouzivd smés vzorku, peroxidu vodiku a lucigeninu.
Chemiluminiscence je nastartovana nastfikem hydroxidu sodného.

Antioxida¢ni kapacita je vyhodnocena formou ICsp, to znamena koncentrace
vzorku. Jako standard byla zvolena kyselina gallova a antioxida¢ni kapacita vyjadiena
formou ekvivalentu antioxida¢ni kapacity gallové kyseliny (gallic equivalent

antioxidant capacity GEAC). Tato veli¢ina odpovida rovnici

GEAC — ICSO(antl(’)X|dan'F) .
IC,, (gallova kyselina)

Metoda stanoveni antioxidacni kapacity jedlych olejii v mikroemulzi

J. A. M. Pulgarin a kol. [34] navrhuje postup metodou nastfikové prutokové
analyzy (flow injection analysis FIA) s vyuzitim n-hexanu jako rozpoustédla vzoku
jedlého oleje. N-hexan je s vodou nemisitelny a tedy jeho ptidanim do vody dojde ke
vzniku  mikroemulze. Zaroven pfitomnost mikroemulze zesiluje intenzitu

chemiluminiscence luminolu, oproti reakci v ¢isté vodném prostiedi.

Pump-1 Converter
AD
(0.2 mL min-1)
Hydrogen peroxide 0.3%(V/V)
Fe(II) 0.1 mmol L}
Luminol 1 mmol L1
Yoy |PMT
Carrier
(Milli Q Water) \

Pump-2 : \
(3 mL min-1) Waste

Injection Valve
(100 uL)

Obrazek 7. Schéma zafizeni stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou FIA.

Pievzato z [34].
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Postup méfeni (Obr. 7) je nasledovny: Smisenim peroxidu vodiku a zeleznatych
iontl dojde k tvorb¢ hydroxylovych radikali. Dalsi trubici je veden roztok luminolu, ten
se misi s nosi¢em vzorku, v tomto piipad¢ vodou. VSechny ctyfi latky se misi v méfici
cele, kde je snimana intenzita chemiluminiscence. Nastfikem cistého n-hexanu (slepy
vzorek) dojde k nahlému nartstu intenzity svételného zateni. Po poklesu intenzity
zéafeni na zakladni linii je nastfiknut n-hexan s piitomnosti vzorku oleje. Opét dojde k
narGstu intenzity, ale oproti slepému vzorku je maximum nizs$i a odpovidd mnozstvi
antioxidantd ve vzorku. Vyhodnoceni se provadi zpiisobem ICsp a k porovnani

antioxidacni kapacity je pouzita kyselina gallova jako standard.

3. Experimentalni ¢ast

Cilem této prace je ovéfeni moznosti pouzit chemiluminiscen¢nich metod pro
stanoveni antioxidac¢ni kapacity jak hydrofilnich, tak i lipofilnich antioxidantd
Vv realnych vzorcich. Snahou bylo vyhnout se nevodnému prostiedi, proto bylo pro
solubilizaci  lipofilnich  antioxidantl  vyuzito  povrchové  aktivni  latky
cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB). Testovany byly tfi chemiluminiscenéni
metody, vyuzivajici luminol.

Prvni metoda je zalozena na zjisténi [35], Zze soucasna piitomnost kationtové
povrchoveé aktivni latky CTAB a organického pufru bis-tris (Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan)-HC1  vyrazné zvySuje intenzitu chemiluminiscence
luminolu iniciovanou rozkladem peroxidu vodiku katalyzovaného chloridem
kobaltnatym. Chemiluminiscence je u tohoto sytému pozorovatelna 1 pii fyziologickém
pH (7,4) — u béznych provedeni CL reakce luminolu s anorganickymi katalyzatory CL
probiha az pii vyssich pH (>10). Pfitomnost CTAB V reakéni smési umoziuje stanoveni
antioxidacni kapacity jak hydrofilnich, tak i lipofilnich vzorkd.

Druhd metoda vyuZivd jako katalyzator rozkladu peroxidu vodiku kifenovou
peroxidasu [32]. Tento systém neni V ptivodni podobé schopen pracovat s lipofilnimi
vzorky. Proto byl testovan vliv ptidavku CTAB do reakéni smési. Prestoze bylo
pfedpokladdno, ze kienovd peroxidasa bude piisobenim CTAB denaturovdna a
stanoveni bude znemoznéno, zjistili jsme, ze CTAB denaturaci nezpusobuje ani

Vv pomérné vysokych koncentracich.
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3.1. Pouzité chemikalie a studované realné vzorky

Latka Vyrobce | Cistota | M (g/mol)
Kys. chlorovodikova 35% Penta p.a. 36,45
Kys. askorbova Fluka 995% | 176,13
Trolox Fluka 98% 250,32
a-tokoferol Sigma 95% 430,72
Luminol (sodna siil) Sigma 199,15
Kienova peroxidasa 25 kU Sigma

Peroxid vodiku 3% Fluka 34,02
CTAB Fluka 99% 364,46
Hydroxid sodny Lach-Ner | p.a. 40
Dihydrogenfosfore¢nan draselny | Lach-Ner | p.a. 136,09
Bis-Tris Fluka 99% 209,24
Chlorid kobaltnaty hexahydrat Lachema | p.a. 237,05
Methanol Lachema | p.a. 32,04

Tabulka 1. Pouzité chemikalie.
Jako hydrofilni redlny vzorek byl pouzit 100% pomerancovy dzus (Toma) a
cervené vino Modry Portugal (Mad’arsko). Lipofilni vzorek byl olivovy olej Monini

Classico (Italie).

3.2. Pristrojové vybaveni

Chemiluminiscencni méteni bylo provadéno na pftistroji Fluoroskan Ascent FL
(Thermo Scientific) s fotonasobi¢ovym detektorem a dvéma Cerpadly nasttiku. Vzorky
byly méteny v mikrotitracnich desti¢kach s 96 jamkami. Pfistroj je pfipojen k pocitaci a
fizen programem Ascent. K méfeni pH byl pouzit bateriovy pH metr ISFET Model
1Q125 (miniLab).
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3.3. Pouzité metody

3.3.1. Metoda s vyuzitim systému CTAB-BisTris-CoCl,

Tato metoda vychazi z diplomové prace O. Tunky [35], kde bylo zjisténo, ze
ptitomnost organického pufru Bis-Tris zvysuje intenzitu chemiluminiscence luminolu
iniciované rozkladem peroxidu vodiku za katalyzy chloridem kobaltnatym natolik, ze je
pozorovatelna i pii pH =7,4. Protoze se mezi pH 7 a 8 intenzita chemiluminiscence
vyrazn€ roste, coz snizuje reprodukovatelnost méfeni, byla stanoveni antioxidacni
kapacity zvolena hodnota pH = 8. Kationicky surfaktant CTAB umoznuje pfevedeni
lipofilnich vzorkd do roztoku. Druhou vyhodou CTAB je, ze dale zvySuje intenzitu
chemiluminiscence, pravdépodobné zakoncentrovanim reakcnich slozek na povrchu

micel.

Piiprava roztokii

Zasobni roztok CTAB o koncentraci 0,1 mol/l je pfipraven navazenim potifebného
mnozstvi CTAB. Aby doslo k rozpusténi CTAB, je potieba roztok zahtat na pfiblizné
30 °C (nad tzv. Krafftovu teplotu). Roztok Bis-Tris pufru o pH=8 a koncentraci 0,025
mol/l byl pfipraven navdzenim a rozpuSt€énim v malém mnoZzstvi vody. Po Upravé na
pH = 8 pomoci 0,1 mol/l kys. chlorovodikové je roztok doplnén vodou na poZadovany
objem. Zasobni roztok CoCl, o koncentraci 2,5-10™ mol/l Zasobni roztok luminolu o
koncentraci 3,85-10™ mol/l. Zasobni roztok peroxidu vodiku 3% (0,882 mol/l). Zasobni
roztoky jsou s vyjimkou CTAB uchovavany v lednici.

Zasobni roztok troloxu o koncentraci 1 mmol/l je pfipraven rozpusténim 6,3 mg
troloxu v 1 ml methanolu a doplnénim vodou do 25 ml. Zasobni roztok kyseliny
askorbové o koncentraci 5 mmol/l je pfipraven rozpusténim 22 mg kys. askorbové ve 25
ml vody. Zasobni roztok 1 mmol/l a-tokoferolu vznikne smisenim 10,8 mg této latky
v malém mnozstvi teplého zasobniho roztoku CTAB. Solubilizaci a-tokoferolu je
mozné urychlit pouzitim ultrazvuku. Roztok doplnime roztokem CTAB do celkového
objemu 25 ml.

Zasobni roztoky hydrofilnich vzorki byly pfipraveny takto: Vzorek

pomerancového dzusu byl vodou natfedén na desetindsobny objem, vzorek cerveného
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vina na pétinasobny objem. Vzorek olivového oleje byl v poméru 1:1 rozpustén
V teplém zasobnim roztoku CTAB, solubilizaci oleje v CTAB lze urychlit pomoci
ultrazvuku. Kazdé dalsi fedéni lipofilnich vzorkii bylo opét provadéno zasobnim
roztokem CTAB.

Chemiluminiscenéni smés (CL smés) se pripravi smisenim 218 pl zasobniho
roztoku peroxidu vodiku a 500 pl zdsobniho roztoku luminolu a doplnénim do 50 ml.

Pro méfeni jsou do mikrotitraéni desticky napipetovany tyto objemy zasobnich
roztokti: 25 ul CTAB, 25 ul CoCly, 50 ul Bis-Tris a 20 ul vzorku. V piipadé lipofilnich
vzorku je zachovan objem Bis-Tris a CoCl,. Lipofilni vzorek je v poZzadovaném poméru
natfedén roztokem CTAB. Z toho roztoku jsou odebirany rizné objemy a po doplnéni
roztokem CTAB na objem 25 pl pipetovany do jamicky. Aby byl zachovan celkovy
objem je 20 pl ptvodné pfipadajicich na vzorek nahrazeno 20 pl vody. Pfi zahdjeni
méfeni je automatickym davkovacem dodano 130 pl CL smési. Celkovy objem
reagencii v jami¢ce mikrotitraéni desticky je tedy 250 ul. Tab. 2 shrnuje zasobni a

vysledné koncentrace roztoki.

Latka Zasobni koncentrace Vysledna koncentrace
(mol/l) V jamicce pii méfeni
(mol/l)

CTAB 0,1 0,01

Bis-Tris 0,025 0,005

CoCl, 2,510 2,510

Luminol 3,85:10 1-10°

H.0, 0,882 1-10°

Tabulka 2. Zasobni a vysledné koncentrace roztoki.

Postup méreni

Nastiikové ¢erpadlo méficiho zafizeni je pfipraveno k pouziti proplachnutim 5 ml
destilované vody a poté 2,7 ml chemiluminiscenéni smési. Pied kazdym dalSim
meéfenim je vhodné proplachnout ¢erpadlo nejméné 1 ml CL smési. Predchozi kroky
Jsou u vSech metod stejné.

Nastaveni pristroje: Smér méfeni po sloupcich (€. 5), objem nastiiku 130 pl CL

smési, doba tfepani 10 s, doba integrace 500 ms.
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V mikrotitracni desti¢ce byla umisténa fada vzorki o koncentracich uvedenych

Vv tabulce 3. Méfeni bylo provadéno v triplikatech.

Vysledné koncentrace standard( (mol/l)

pfi méreni Objemy vzorka (ul)

Trolox Tokoferol | K. askorbova Pomerancovy dzus | Cervené vino | Olivovy olej
0,00E+00 |0,00E+00 |0,00E+00 0 0 0
1,00E-05 |1,00E-05 |2,00E-05 0,04 0,08 0,375
2,00E-05 |2,00E-05 |3,00E-05 0,08 0,16 0,625
3,00E-05 |3,00E-05 |5,00E-05 0,1 0,2 0,75
4,00E-05 |4,00E-05 |7,00E-05 0,12 0,24 0,875
5,00E-05 |5,00E-05 |9,00E-05 0,16 0,32 1
7,00E-05 |7,00E-05 |1,00E-04 0,18 0,36 1,125
8,00E-05 |8,00E-05 |2,00E-04 0,2 0,4 1,25

Tabulka 3. Vysledné koncentrace standardl a objemy vzorkti v mikrotitraéni desticce.

3.3.2. Metoda zalozena na katalyze kfenovou peroxidasou

Priprava roztokii

Zasobni roztok kienové peroxidasy o koncentraci 0,1 mg/ml je pfipraven
rozpusténim lyofilizovaného prasku 25000 jedn. (25 kU) ve fosfatovém pufru pH=7,6.
Zasobni roztok peroxidasy je vhodné pred méfenim nechat tyden odlezet v chladu.
Fosfatovy pufr je pfipraven z 250 ml 0,1 mol/l dihydrogenfosfore¢nanu draselného a po
upravé pH pomoci 0,1 mol/l hydroxidu sodného je doplnén na celkovy objem 500 ml.
Zasobni roztok peroxidu vodiku ma koncentraci 3% (0,882 mol/l), zasobni roztok
luminolu 2-10° mol/l. Viechny roztoky jsou uchovavany v chladu.

Zasobni roztoky troloxu a kyseliny askorbové jsou pfipraveny stejné jako
v predchozi metodé. Redéni na pozadované koncentrace se provadi fosfatovym pufrem
pPH=7,4. Zasobni roztok pomerancového dzusu byl pfipraven natfedénim vodou na
dvojnasobny objem. Vino bylo ziedéno 10x. Dalsi fedéni na pozadované koncentrace se

provadi fosfatovym pufrem. Zasobni a vysledné koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4.
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Latka Zasobni koncentrace Vysledna koncentrace pfi
méfeni

Kienova peroxidasa 0,1 mg/ml 510 mg/ml

Luminol 2-10% mol/l 3,2:10° mol/l

Peroxid vodiku 0,882 mol/l 7,07-10° mol/l

Tabulka 4. Zasobni a vysledné koncentrace pouzitych latek.

Postup méreni

K ptipravé 50 ml CL smési je potieba 500 pl zdsobniho roztoku peroxidu vodiku

a 1 ml zasobniho roztoku luminolu, smés doplnime do 50 ml fosfatovym pufrem. Smés

pro méteni je pfipravena smisenim 20 pl zasobniho roztoku peroxidasy zfedéné¢ho na

koncentraci 0,05 mg/ml fosfatovym pufrem a 20 ul vzorku.

Nastaveni pristroje: Parametry jsou shodné s pfedchozi metodou s vyjimkou

objemu nastfiku, ten je v tomto pfipadé 160 pl a celkovy objem reakéni smési je tedy

200 pl. Méfeni je provedeno pro koncentrace uvedené v tabulce 5, koncentrace jsou

méfeny V triplikatech.

Vysledné koncentrace standard( (mol/l) pfFi

méreni Objemy vzork (ul)

Trolox K. askorbova Pomerancovy dzus Cervené vino
0,00E+00 0,00E+00 0 0
2,00E-06 1,00E-05 0,3 0,04
3,00E-06 1,50E-05 0,5 0,08
4,00E-06 2,00E-05 0,7 0,1
5,00E-06 2,50E-05 0,9 0,12
6,00E-06 3,00E-05 1 0,16
7,00E-06 4,00E-05 1,2 0,18
8,00E-06 5,00E-05 1,5 0,2

Tabulka 5. Vysledné koncentrace standardi a objemy vzorkd v mikrotitracni

desticce.
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3.3.3. Metoda s vyuzitim kienové peroxidasy a CTAB

Pouzitelnost peroxidasové metody pro stanoveni antioxidacni kapacity lipofilnich
vzorkll byla otestovana pro tokoferol a olivovy olej. Uvedené lipofilni vzorky byly
solubilizovany v CTAB. Pfestoze je znamo, Ze povrchové aktivni latky negativné
ovlivituji enzymy (mohou zputsobit jejich denaturaci), domnivali jsme se, Ze je mozné,

ze enzymova aktivita ziistane zachovana.

Piiprava roztokii

Koncentrace pouzitych latek jsou shrnuty v tabulce 6. Kromé CTAB jsou roztoky
uchovavany v lednici. Zasobni roztoky kys. askorbové a tokoferolu jsou piipraveny
rozpusSténim navéazky v zadsobnim roztoku CTAB, rozpusténi tokoferolu lze usnadnit
ultrazvukem. Roztok troloxu je pfipraven rozpusténim navazky v minimalnim mnozstvi
methanolu a poté doplnén zdsobnim roztokem CTAB na pozadovany objem. Dalsi
fedéni je pak provadéno zasobnim roztokem CTAB.

Roztoky vzorku jsou piipraveny takto: Pomeranéovy dzus je zfedén roztokem
CTAB na dvojnasobny objem. Vzorek vina je pfipraven nafedénim vina roztokem
CTAB 20x. Vzorek oleje vznikl smisenim s roztokem CTAB v poméru 1:1 a promichan

pomoci ultrazvuku. VSechna dalsi fedéni jsou provadéna roztokem CTAB.

Latka Zasobni koncentrace Vysledna koncentrace pfi
méfeni
Kienova peroxidasa 0,1 mg/mi 0,01 mg/ml
Luminol 2:10° mol/l 3,2-:10™ mol/l
Peroxid vodiku 0,882 mol/l 7,07-10° mol/l
CTAB 0,05 mol/l D,005 mol/l

Tabulka 6. Zasobni a vysledné koncentrace pouzitych latek.

Postup méreni

CL sm¢és pouzita v této metod¢ se shoduje se Smési pivodni peroxidasové metody.
Smés pro méfeni se sklada z 20 pl nefedéného zasobniho roztoku peroxidasy (0,1
mg/ml) a 20 pl roztoku vzorku v CTAB.

Nastaveni pristroje: Parametry méfeni se shoduji s parametry pouZitymi

V piivodni peroxidasové metode.
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Mg¢fteni je provedeno pro koncentrace uvedené v tabulce 7, koncentrace byly

meéfeny v triplikatech.

Vysledné koncentrace standard( (mol/l)

pfi méreni Objemy vzork (ul)

Trolox Tokoferol | K. askorbova Pomerancovy dzus Cervené vino Olivovy olej
0,00E+00 |0,00E+00 |0,00E+00 0 0 0

2,00E-06 |2,00E-06 |1,00E-05 0,3 0,02 0,2
3,00E-06 |3,00E-06 |1,50E-05 0,5 0,04 0,3
4,00E-06 |4,00E-06 |2,00E-05 0,7 0,05 0,4
5,00E-06 |5,00E-06 |2,50E-05 0,9 0,06 0,5
6,00E-06 |6,00E-06 |3,00E-05 1 0,08 0,6
7,00E-06 |7,00E-06 |4,00E-05 1,2 0,09 0,7
8,00E-06 |8,00E-06 |5,00E-05 1,5 0,1 0,8

Tabulka 7. Vysledné koncentrace standardi a objemy vzorkll v mikrotitracni

desticce.
3.4. Vysledky a diskuse

3.4.1. Zpracovani vysledku

Vysledky méfeni jsou zpracovany v programech MS Excel a GraphPad Prism.

Nameétené hodnoty intenzity chemiluminiscence (vyjadiena v tzv. relative light units,

RLU) v zavislosti na ¢ase pro rizné koncentrace troloxu v reakéni smési jsou uvedeny

na obr. 1.
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Obr. 1. Vyvoj RLU v ¢ase pro riizné koncentrace troloxu. Vysledné koncentrace
latek v reakéni smési (mol/l): CTAB 0,01, Bis-Tris 0,005, CoCl, 2,5-10'5, luminol 1-10°
®, H02 1:10°,

Z grafu jsou patrné prodlevy mezi smisenim reak¢nich slozek a nastupem
chemiluminiscence. Pfitomné antioxidanty reaguji s radikaly vznikajicimi rozkladem
peroxidu vodiku a zabranuji tak jejich reakci s luminolem. Po vycerpani antioxidantd
nastava chemiluminiscence (CL). Délka prodlev mezi smichanim slozek reak¢éni smési a
maximalni intenzit¢ chemiluminiscence je Umérnd obsahu antioxidantli vV méfeném

vzorku.

Metoda CTAB-BisTris-CoCl,

Kalibra¢ni zavislost (obr. 2) pro trolox (analogicky je pak postupovano i u dalsich
standardil - tokoferolu, kys. askorbové) je sestavena vyhodnocenim cCasovych profil
chemiluminiscence uvedenych na obr. 1. Na ose x je latkové mnoZstvi stanovovaného
antioxidantu v mikrotitrani desti¢ce, na ose y jsou vyneseny c¢asy, kdy nastane
maximum CL.

Antioxidacni kapacity realnych vzorki jsou stanoveny metodou kalibraéni kiivky.
Na osach x jsou uvedeny vypocitané objemy vzorkd (v litrech), které se nachazeji
Vv jednotlivych jamickach. Protoze objemy reakénich smési jsou stejné jak pii métfeni

standardi, tak 1 pfi méfeni redlnych vzorki, je antioxidacni kapacita ziskdna jako podil
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smérnice kalibraéni kiivky redlného vzorku a smérnice kalibra¢ni kiivky pro standard.

Jednotkou je mol ekvivalentti pouzitého standardu na litr vzorku.

Trolox
800}
Y =3.816e+010*X - 18.11
0.9954

600}
»
<4 400}
L)

200}

o 5.09810 ° 1.093¢10 & 1.53¢10 8 2.0%10 8

Latkové mnozstvi (mol)

Obr. 2. Kalibracni zavislost Casové prodlevy mezi smichanim reaktanti a
maximalni intenzitou chemiluminiscence na latkovém mnozstvi troloxu v reakéni smési
(tj. vjamicce mikrotitracni destiCky). Latkova mmnozstvi standardd odpovidaji,
koncentracim uvedenym v tabulce 3. Vysledné koncentrace latek v reakéni smési

(mol/l): CTAB 0,01, Bis-Tris 0,005, CoCl, 2,5-10™, luminol 1-10°, H,0, 1107,
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Kyselina askorbova

2000
Y = 3.800e+010*X - 136.6 !
0.9742
1500
0
%) 1000F
©
e}
500
o® L L
0 2.0%10 8 4.0910 8
Latkové mnozstvi (mol)

Obr. 3. Kalibracni zavislost ¢asovych prodlev CL reakce na latkovém mnozstvi

kys. askorbové v reakéni smési. Podminky experimentu se shoduji s podminkami

uvedenymi V legendé obr. 2.
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Tokoferol

Y =3.447e+010*X -11.14
0.9957
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NE)
200}
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(0]
Latkové mnozstvi (mol)

Obr. 4. Kalibra¢ni zavislost prodlev CL na latkovém mnozstvi tokoferolu

Vv reakéni smési. Podminky experimentu se shoduji s podminkami uvedenymi u obr. 2.
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Pomerancovy dZus
Y = 1.664e+009*X - 17.26
300} 0.9823 [ ]

©» zoof
o

<

O

100
o 5.0%10 ® 1.03¢10 7 1.5310 7 2.0%10 7 2.5310 7
Objem ()

Obr. 5. Zavislost prodlevy CL na objemu pomeran¢ového dzusu v reakéni smési.

Podminky experimentu jsou shodné s témi uvedenymi u obr. 2.

Cervené vino
_ [ J
Y =4.402e+009*X - 143.2
1sool 0.9734 ®
L 1000}
w
(3]
2
500}
o 1.0910 7 2.09%10 7 3.0310 7 4.0310 7
Objem (1)

Obr. 6. Zavislost zpozdéni CL na objemu cerveného vina v reakéni smési.

Podminky experimentu jsou shodné s témi uvedenymi u obr. 2.
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Olivovy olej

Y = 3.844e+008*X - 35.97
0.9405
400}
0
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Obr. 7. Zavislost prodlevy CL na objemu olivového oleje v reakéni smési.

Podminky experimentu jsou shodné s podminkami uvedenymi u obr. 2.
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Peroxidasova metoda bez piidavku CTAB

Trolox

Y =7.876e+011*X -102.1
0.9662

1000

Cas (s)

v

500

o .
0 5.0910 1°

1.0910 °° 1.5910 °°

Latkové mnozstvi (mol)
Obr. 8. Kalibra¢ni zavislost zpozdéni CL na latkovém mnozstvi troloxu v reakéni

smési. Latkovd mnozstvi standardii odpovidaji, pro objem reakéni smési 200 pl,

koncentracim uvedenym v tabulce 5. Koncentrace latek v reakéni smési: HRP 0,005
mg/ml, luminol 3,2:10° mol/l, peroxid vodiku 7,07-10" mol/I.
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Kyselina askorbova

Y = 1.467e+011*X + 15.67
1500r 0.9939
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Obr. 9. Kalibra¢ni zavislost zpozdéni CL na latkovém mnozstvi kys. askorbové

v reakéni smési. Podminky experimentu odpovidaji podminkdm uvedenym u obr. 8.

Cervené vino

Y = 2.782e+009*X - 51.96
0.9731
400F
«
w
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Obr. 10. Zavislost prodlevy CL na objemu cerveného vina v reakéni smési.

Podminky experimentu odpovidaji podminkdm uvedenym u obr. 8.
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Peroxidasova metoda s piidavkem CTAB
Trolox

Y =1.695e+012*X - 158.3
0.9833
2000F
)
w
[3+]
&)
1000
®
o L L
o} 5.0%10 *° 1.09¢10 °°

1.59%10 °°
Latkové mnozstvi (mol)

Obr. 11. Kalibra¢ni zavislost prodlevy CL na latkovém mnozstvi troloxu Vv reakéni
smési. Latkovda mnozstvi standardi, pro objem reakéni smési 200 pl, odpovidaji
koncentracim uvedenym v tabulce 7. Koncentrace latek v reakéni smési: HRP 0,01

mg/ml, luminol 3,2-10’5 mol/l, peroxid vodiku 7,07-10'3 mol/l, CTAB 0,005 mol/l.
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Kyselina askorbova
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Obr. 12. Kalibraé¢ni zavislost prodlevy CL na latkovém mnozstvi kys. askorbové v

reakéni smési. Podminky experimentu odpovidaji podminkdm uvedenym u obr. 11.

Tokoferol
3000F Y =1.933e+012*X - 254.4
0.9596
___ 2000}
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O
1000}
o® ) 2 L
o 5.0%10 *° 1.09¢10 °° 1.59¢10 °°
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Obr. 13. Kalibrac¢ni zavislost prodlevy CL na latkovém mnozstvi tokoferolu v

reak¢ni smeési. Podminky experimentu odpovidaji podminkdm uvedenym u obr. 11.
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Pomerancovy dZus
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Obr. 14. Kalibraéni zévislost prodlevy CL na objemu pomerancového dZusu v

reakéni smési. Podminky experimentu odpovidaji podminkdm uvedenym u obr. 11.

Cervené vino
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Obr. 15. Kalibraéni zéavislost prodlevy CL na objemu cerveného vina v reakéni smési.

Podminky experimentu odpovidaji podminkdm uvedenym u obr. 11.
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Obr. 16. Kalibra¢ni zavislost prodlevy CL na objemu olivového oleje v reakéni

smési. Podminky experimentu odpovidaji podminkam uvedenym u obr. 11.

3.4.2 Diskuse

Antioxidacni kapacity jednotlivych redlnych vzorkil jsou vypocteny metodou
kalibra¢ni kifivky a vyjadfeny v molech daného standardu na jeden litr vzorku. Pro
vypocet byly pouzity smérnice regresnich piimek jednotlivych standardi a readlnych
vzorkt, uvedenych na obr. 2-16. Vysledné antioxidacni kapacityjsou shrnuty

v nasledujicich tabulkach:
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Metoda CTAB-BisTRIS-CoCl,

Standard Trolox Kys. askorbova | Tokoferol
Smérnice kalibra¢ni pfimky (sec/mol) 3,8E+10 3,8E+10 3,4E+10
Vzorek Pomerancovy dZzus | Cervené vino | Olivovy olej
Sménice primky (sec/l) 1,7E+09 4,4E+09 3,8E+08
Antioxidacni kapacita
Ekvivalent troloxu (mol TE/I vzorku) 4,4E-02 1,2E-01 1,0E-02
Ekvivalent kys. askorbové (mol AE/I vzorku) 4,4E-02 1,2E-01 1,0E-02
Ekvivalent tokoferolu (mol ToE/I vzorku) 4,8E-02 1,3E-01 1,1E-02

Tabulka 8. Vyhodnoceni vysledkti méfeni ziskanych metodou CTAB-BisTris-CoCl,.

Metoda vyuzivajici HRP bez pridavku CTAB

Standard

Trolox

Kys. askorbova

Smérnice kalibrac¢ni pfimky (sec/mol)

7,9E+11

1,5E+11

Vzorek Cervené vino
Sménice pfimky (sec/l) 2,8E+09
Antioxidacni kapacita
Ekvivalent troloxu (mol TE/I vzorku) 3,5E-03
Ekvivalent kys. askorbové (mol AE/I vzorku) 1,9 E-02

Tabulka 9. Vyhodnoceni vysledkti méfeni ziskanych metodou vyuzivajici HRP

bez ptidavku CTAB.
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Metoda vyuzivajici HRP a CTAB

Standard Trolox Kys. askorbova | Tokoferol

Smérnice kalibraéni pfimky (sec/mol) 1,7E+12 1,7E+11 1,9E+12
Vzorek Pomerancovy dzus | Cervené vino | Olivovy olej

Sménice primky (sec/l) 8,6E+08 1,5E+10 7,6E+08

Antioxidacni kapacita

Ekvivalent troloxu (mol TE/I vzorku) 5,1E-04 8,7E-03 4,5E-04
Ekvivalent kys. askorbové (mol AE/I vzorku) 5,2E-03 8,9E-02 4,6E-03
Ekvivalent tokoferolu (mol ToE/I vzorku) 4,5E-04 7,7E-03 3,9E-04

Tabulka 10. Vyhodnoceni vysledki méteni ziskanych metodou vyuZzivajici HRP
s ptidavkem CTAB.

Z vysledkt uvedenych vtabulce 8 pro metodu vyuZivajici CL Iuminolu
iniciovanou smési CTAB-BisTris-CoCl,-H,0; vyplyva, ze metoda poskytuje prakticky
shodné vysledky pro trolox, tokoferol a askorbat, coz je patrné z dobré shody hodnot
smérnic kalibrac¢nich kiivek vSech tfi standardi. Naproti tomu u metod vyuZivajicich
HRP se smérnice kalibracnich kiivek pro standardy vyrazné liSi. Trolox se jevi jako
antioxidant 5,4x u¢inné&j$i nez askorbat pifi pouziti metody vyuZzivajici CL luminolu
iniciovanou smési HRP-H,0,. Pfidavek CTAB do smési luminol- HRP-H,0, vede
k jesté vyraznéjsimu (desetinasobnému) rozdilu mezi smérnicemi kalibrac¢nich kiivek
pro trolox a askorbat. Smérnice zavislosti pro trolox a tokoferol vSak vykazuji pomérné
dobrou shodu. Z divodu vylouceni piipadné experimentalni chyby bylo méfeni
kalibracnich zavislosti peroxidasovymi metodami dvakrat opakovéano, ale méfeni vedlo
ke shodnym vysledkiim. Metody byly aplikovany pro stanoveni antioxidacni kapacity
redlnych vzorkl, kterymi byly cervené vino, pomerancovy dzus a olivovy olej.
Vysledky ziskané metodou CTAB-BisTris-CoCl,-H,O, indikuji, Ze nejvyssi
antioxida¢ni kapacitu ma vzorek cerveného vina, nasledovany pomerancovym dzusem
(cca poloviéni hodnota antioxida¢ni kapacity) a nejniz§i antiox. kapacitu ma olivovy

olej, cca 10x nizsi ve srovnani s Cervenym vinem. Metody zaloZené na pouziti HRP
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poskytuji velmi odlisné vysledky. Antioxidacni kapacita pomeran¢ového dzusu je témér
shodna s antioxidac¢ni kapacitou olivového oleje a pfiblizné 20x niz§i nez antioxidacni
kapacita vzorku vina. Zajimavym zji§ténim bylo, Ze pomeranCovy dzus pii
méieni metodou vyuzivajici peroxidasu bez piidavku CTAB nevyvolal zadné prodlevy
V nastupu chemiluminiscence. Piidavek CTAB vSak umoziiuje stanoveni antioxida¢nich
vlastnosti i U pomeranc¢ového dzusu.. Metoda vyuzivajici HRP a H,O, Pfitomnost
CTAB vV peroxidasové metodé¢ umoznila méfeni antioxidacni kapacity lipofilnich

vzorku, toto bylo aspésné vyzkouSeno na tokoferolu a olivovém oleji.
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4. Zavér

Byla testovana moznost vyuzit CTAB pro solubilizaci lipofilnich vzorkd za ucelem
stanoveni jejich antioxidacni kapacity

. Byly testovany tfi chemiluminiscen¢ni metody. Metoda CTAB-BisTris-CoCl,, schopna
pracovat s lipofilnimi i hydrofilnimi vzorky. Metoda vyuzivajici HRP, ktera i okolo
pH = 7,4 poskytuje intenzivni chemiluminiscenci luminolu. Metoda HRP s piidavkem
CTAB, umoziujici provadét mefeni antioxidacni kapacity 1 u lipofilnich vzorkd.

. Ukazalo se, ze je mozné, za podminek experimentu, pouzit CTAB v kombinaci s HRP
bez toho, ze by doslo k denaturaci tohoto enzymu.

Z vysledkli méteni vyplyvaji zna¢né rozdily v namétenych antioxidacnich kapacitdch
pfi pouziti riznych metod.

. HRP metody ukazuji jiné vysledky pro kyselinu askorbovou, ve srovnani s tokoferolem
a troloxem. Podle ofekavani by méla mit Kys. askorbova podobné antioxidaéni
vlastnosti jako tokoferol a trolox.

Dtivodem toho jevu miiZe byt inhibice HRP plisobenim kyseliny askorbové.

5. Summary

Potential use of CTAB to solubilize the lipophilic antioxidant(s) containing samples
with the aim at determination of antioxidant capacity of these samples was tested.
Three chemiluminescence based methods were tested. The method utilising CTAB-
BisTris-CoCl,-H,0; system to induce chemiluminescence of luminol is capable to
determine the antioxidant capacity of both hydrophilic and lipophilic samples. The
second tested method is based on HRP catalysis of luminol oxidation by H,O,. Both
methods method provide strong chemiluminescence even at pH = 7.4-8.0.

The addition of CTAB into the reaction mixture was tested in order to measure
lipophilic samples. It was shown that the use of CTAB with HRP is possible without
causing the enzyme denaturation.

Measurement results show significant differences in antioxidant capacity values
obtained by using different methods. HRP based methods show unexpected results for

ascorbic acid, which is underscored in comparison with tocopherol and trolox.
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According to our expectation the ascorbic acid should have similar antioxidant
properties as tocopherol and trolox.

5. The reason of this effect can be explained by inhibition of HRP caused by ascorbic acid

but more research is necessary to deeper examine this experimental finding.
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