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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Gabriela Chladkova

Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Konzultant: Doc. RNDr. Miroslav Polasek, Csc.

Nézev diplomové prace: Testovani antioxidacni aktivity pomoci luminolového
chemiluminiscen¢niho systému

Ukolem této diplomové prace bylo porovnani riiznych podminek pro testovani
antioxida¢ni  aktivity pomoci  luminolového chemiluminiscenéniho  systém
Vv pritokovém systému a zhodnoceni zavislosti antioxidac¢ni G¢innosti na koncentraci.
Antioxidac¢ni ucinnost byla popisovana jako zavislost zhaseni chemiluminiscen¢niho
signdlu na pouzité koncentraci antioxidantu. Byla pozorovana antioxidacni i€innost tfi
latek — resveratrol, kyselina p-kumarova a trolox. Trolox se pouziva jako standard pfi
hodnoceni antioxidacni aktivity.

Chemiluminiscenéni systém byl tvoien chemiluminiscen¢nim ¢inidlem, zde byl
pouzit luminol v roztoku hydroxidu sodného popi. v roztoku uhli¢itanu sodného
s ipravou pH na 10, nebo bez upravy. Luminol vykazoval chemiluminiscenéni zateni
nasledné po oxidaci peroxidem vodiku v pfitomnosti katalyzatorti. Jako katalyzator zde
byl pouzit hexakyanozelezitan draselny popi. hexakyanoZzeleznatan draselny. Béhem
méfeni bylo nastaveno pracovni napéti 435 mV popt. 750 mV. Celd analyza probihala
vV systému sekvencni injekéni analyzy (SIA), kterd umozZnila automatizaci, vysokou
opakovatelnost a zrychleni celého méfeni. Snimani signalu bylo nastaveno na 60 s pfi
vyuZiti zastaveného toku, kdy dochazi k reakci, tedy ke zhaSeni chemiluminiscence. U
ziskanych piki byly pozorovany hodnoty vysek a ploch pod pikem.

Byla pozorovana antioxidacni aktivita resveratrolu, kyseliny p-kumarové a
troloxu, a to v rozsahu koncentraci 2,44 X 1072z 1x 102 mol/l za 5 riznych podminek
méfeni. Jako nejvhodnéjsi pro méfeni se jevilo vyuziti roztoku peroxid vodiku o
koncentraci 10 mol/l, roztoku hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 10°
mol/I, roztoku luminolu o koncentraci 10 mol/l v roztoku 0,1 M hydroxidu sodného.

Nejsiln€jsim antioxidantem ze tii pozorovanych latek byl resveratrol, o néco
slabsi antioxidacni aktivitu vykazoval trolox a jako nejslabsi antioxidant se jevila
kyselina p-kumarova.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Gabriela Chladkova

Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Consultant: Doc. RNDr. Miroslav Polasek, Csc.

Title of Diploma Thesis: Testing antioxidant activity using luminol chemiluminescence

systém

The aim of the thesis was to compare various conditions for the testing of the
antioxidant activity by means of the luminol chemiluminescent system in the flow
system, and evaluation of dependence of the antioxidant efficacy on concentration. The
antioxidant efficacy was described as dependency of the decrease of a
chemiluminescence signal on the used concentration of an antioxidant. Efficacy of three
substances — resveratrol, p-coumaric acid and trolox was observed. Trolox was used as a
standard substance in evaluation of the antioxidant activity.

The chemiluminescence system was based on a chemiluminescent reagent. In
this particular case we used luminol in a sodium hydroxide solution or in a sodium
carbonate solution adjusted to pH 10 or without pH adjustment. Luminol demonstrated
chemiluminescence emission after oxidation with hydrogen peroxide in the presence of
catalysts. As the catalyst, potassium hexacyanoferrate(lll) or potassium
hexacyanoferrate(ll) were used. The working voltage was set to 435 mV or to 750 mV
during the measurement. The whole analysis was carried out in the sequential injection
analysis (SIA) system that enables automation, high repeatability and the speeding up of
the whole measuring process. The signal scanning was set to 60 seconds with the use of
a stop-flow when the decrease of chemiluminescence occurs. Values of heights and
peak areas were observed.

The antioxidant activity of resveratrol, p-coumaric acid and trolox with
concentrations ranging from 2.44 x 107 up to 1 x 10 mol/I were observed under five
different conditions of the measurement. The use of a hydrogen peroxide solution with
the concentration of 10™ mol/l, a potassium hexacyanoferrate(111) solution with the
concentration of 10° mol/l, and a luminol solution with the concentration of 10° mol/I
ina 0.1 M a sodium hydroxide solution appeared to be the most suitable.



Out of the three observed substances, resveratrol was the strongest antioxidant,
trolox demonstrated a slightly weaker antioxidant activity and p-coumaric acid appeared
to be the weakest antioxidant.



SEZNAM ZKRATEK

AAPH - 2,2'-azobis(2-methylpropionamidin)dihydrochlorid
ABAP - 2,2'-diazobis(2-methylpropionamidin)dihydrochlorid
ABTS - 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonat)

AUC - plocha pod pikem, (area under the curve),

CL — chemiluminiscence

CLg — chemiluminiscence slepého signalu

CLk — chemiluminiscence kyseliny p-kumarové

CLg — chemiluminiscence resveratrolu

CL+ — chemiluminiscence troloxu

CLyv — chemiluminiscence vzorku

CUPRAC - sniZeni antioxida¢ni kapacity pomoci méd’natych iontt, (cupric reducing
antioxidant capacity)

DPPH - 2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl

ET — elektronovy pienos, (electron transfer)

ESR - elektronova spinova rezonance, (elektron spin resonance)

FRAP — snizeni antioxida¢ni kapacity pomoci zelezitych iontu, (ferric reducing
antioxidant power)

HAT- ptesun vodikového atomu, (hydrogen atom transfer)

HPLC - vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, (high-performance liquid
chromatogramy)

LDL - lipoproteiny o nizké hustoté, (low-density lipoprotein)
NOe - radikal oxidu dusnatého

NO,e - radikal oxidu dusi¢itého

O, - superoxid

'0;, - singletovy kyslik

*OH - hydroxylovy radikal

ONOQ' - peroxynitrit

ORAC - kapacita pohlcovat kyslikové radikaly (oxygen radical absorption capacity)
RNS - reaktivni dusikové formy

ROe - alkoxylovy radikal

ROOe - peroxylovy radikal

ROONO" - alkylperoxylnitrit

ROS - reaktivni formy kysliku

SIA - sekvencni injek¢ni analyza



TEAC — troloxu ekvivalentni antioxidacni kapacita (trolox equivalent antioxidant
capacity)

TRAP — antioxida¢ni parametr popisujici celkovy zachyt radikalu (total radical-trapping
antioxidant parameter)
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1. UVOD

Antioxidanty jsou nezbytnou slozkou lidské stravy, chrani lidsky organismus
pfed oxidativnim stresem vychytavanim volnych radikélu. Pro hodnoceni antioxida¢ni
aktivity existuje nespocet metod. Zakladni déleni metod stanoveni antioxidacni aktivity
je déleni na metody fyzikalni a metody chemické. Metody chemické se dale rozlisuji na
zéklad¢ typu probihajici reakce, zda dochazi k presunu atomu vodiku nebo k piesunu
elektronu®. V této diplomové praci byl pro hodnoceni antioxidacni aktivity pouzit
luminolovy chemiluminiscenci systém v pritokovém systému zalozeném na sekvencni
injekéni analyze (SIA).
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2. ZADANI - CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni nejvhodnéjSich podminek pro
stanoveni antioxidacni aktivity pomoci luminolového chemiluminiscen¢niho systému a
zhodnoceni antioxidacni sily vybranych latek. Byla hodnocena antioxidacni aktivita
resveratrolu, kyseliny p-kumarové a troloxu. Chemiluminiscen¢ni aktivita byla
hodnocena pomoci systému sekvencni injek¢ni analyzy. Antioxidacni UCinnost byla
hodnocena jako zavislost mezi zhaSenim chemiluminiscencniho signalu a pouzité
koncentraci antioxidantu.

V teoretické cCasti bylo cilem nastinit dulezitost antioxidantt, jejich roli
VvV organismu a princip U¢inku. Déle pak shrnout princip metody SIA a popsat jeji
usporddani. Hlavnim tUkolem vSak byl popis pouzivanych metod ke stanoveni
antioxidac¢ni aktivity dle odborné literatury.
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TEORETICKA CAST

2.1 Sekvencni injekcni analyza

2.1.1 Obecna charakteristika SIA

Sekvencni injek¢ni analyza (SIA) se fadi mezi prutokové analytické metody, diky
kterym lze stanovovat velké mnozstvi vzorki v urcitém case. Touto metodou je
zajiSténo automatizované davkovani c¢inidel a vzorki pomoci ovladdaciho programu z
poc¢itae. To zvySuje rychlost stanoveni a umoznuje dodrzet dostate¢nou
opakovatelnost®.

2.1.2 Princip metody SIA

Pfipraveny roztok vzorku obsahuje stanovovanou latku, kterou je zapotiebi
vhodnou chemickou reakci pievést na produkt, u kterého lze stanovit urcitou
analytickou vlastnost. Cely systém SIA se sklada z pistového cerpadla, misici civky,
vicecestného selekéniho ventilu, detekéni cely, detektoru a pocitace. Nosny proud,
¢inidla a vzorek jsou aspirovany pomoci pistového Cerpadla pies selekéni ventil.
Jednotlivé aspirované zony mohou byt od sebe odd€leny vzduchovou bublinou, a pak
zaCinaji reagovat az v detekéni cele. V bézném uspoiadani jednotlivé segmenty od sebe
oddé€leny nejsou, aby mohlo dojit ihned k disperzi a tim k zamyslené chemické reakci.
Poté jsou reagenty pomoci zpétného chodu Cerpadla smisena a vhodnou chemickou
reakci vznikd produkt, jenz je dopraven do detektoru. Probihajici chemicka reakce
obvykle nedosahuje rovnovahy a rychlé méfeni je zajisténo diky opakovatelnosti
asovani jednotlivych krokti méfeni. Vysledkem je signal v podobé piku’.

2.2 Antioxidacni aktivita

Antioxidanty jsou latky inhibujici oxida¢ni aktivitu a tim zabranuji nebo alespon
snizuji destrukci bunék. Chrani tak lidsky organismus pfed oxidaénim stresem
zpusobenym volnymi radikaly. VéEtSinu antioxidantd pfijima lidské t€lo prostiednictvim
potravy, kde hlavnimi zdroji jsou nejriznéjsi druhy ovoce a zeleniny, vino, chmel, ¢aj,
16¢ivé byliny atd.?.

Oxidativnim stresem vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni dusikové
formy (RNS). Ty pak pusobi toxicky na tuky, bilkoviny a DNA, pozménuji tak stavbu
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molekul, organii i organismi a tim padem maji vliv i na jejich funkci®. Antioxidantim
je ptisuzovana schopnost oddaleni ¢i dokonce zabranéni nékterym nemocim, jako jsou
neurodegenerativni onemocnéni — jako je Alzheimerova choroba a Pankinsonova
choroba, kardiovaskularni onemocnéni nebo rakovina®,

ROS existuji v nékolika podobach, jako je anion superoxidu (O,e-), hydroxylovy
radikal (*OH), peroxylovy radikal (ROQe), alkoxylovy radikal (RO¢), peroxid vodiku
(H20,) a singletovy kyslik (*O,). RNS se vyskytuji v t&chto podobéach: oxid dusnaty
(NO»), oxid dusi¢ity (NO,*), peroxynitrit (ONOO-) a alkylperoxylnitrit (ROONO-) °.

Existuje mnoho metod pro hodnoceni antioxidacni kapacity, avSak vysledky z
ruznych testl nejsou srovnatelné. Mohou ale poskytnout pfedstavu o ochranném
potencialu pfitomnych antioxidanti. Pro adekvatni posouzeni antioxida¢ni kapacity je
vysoce doporugeno pouzit vice nez jednu metodu pro hodnoceni antioxidaéni aktivity®.

2.3 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

Zakladni déleni metod stanoveni antioxidacni aktivity je déleni na metody
fyzikalni a metody chemické. Mezi metody fyzikalni patii chemiluminiscence (CL),
elektronova spinova rezonance nebo hodnoceni redoxniho potencidlu. Metody chemické
se rozd¢€luji do dvou skupin podle typu probihajici reakce:

a) HAT (hydrogen atom transfer)- testy zalozené na ptesunu atomu vodiku
b) ET (electron transfer) — testy zaloZené na piesunu elektronu®

Testy HAT zahrnuji tyto metody hodnoceni antioxidaéni aktivity: LDL oxidace,
ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TRAP (total radical-trapping antioxidant
parameter). HAT testy jsou zaloZené na méfeni schopnosti antioxidantu zhaset volné
radikaly pomoci H-atomu®,

Testy ET zahrnuji metody ABTS (2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazole-6-
sulphonate), CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity), DPPH (2,2-difenyl-1-
picrylhydrazyl), FRAP (ferric reducing antioxidant power), TEAC (trolox equivalent
antioxidant capacity) a DMPD (N,N-dimethyl-p-phenylendiamine). V ptipad¢ ET testt
dochazi k redukci oxidantl ve vzorcich a nasledné ke zmén€ zbarveni, ktera se hodnoti
spektrofotometricky”.

2.3.1 LDL oxidace

AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropan)hydrochlorid) je generatorem
peroxylovych radikald, nasledna peroxidace je hodnocena spektrofotometricky pii 234
nm. AAPH peroxylové radikaly oxiduji lipidy piedev§im v bunéénych membranach a
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generuji tak lipidové peroxidy. Tato metoda tedy patii do skupiny metod, které hodnoti
eliminaci lipidové peroxidace. Jedna se tedy o metody zkoumajici vliv antioxidantli na
lipidovou peroxidaci. AAPH se pouziva ke stanoveni antioxidantdl, které ovliviiuji
peroxidaci kyseliny linolové (nejcastgji)®.

2.3.2 Analyza TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter)

Analyza TRAP pouzivd ke generovani peroxylovych radikali ABAP, coz je
2,2'-diazobis(2-amidinopropan)hydrochlorid®.  Tato metoda sleduje  ovlivnéni
fluorescence prostfednictvim pfitomnych antioxidanti a volnych radikald.
Fluorescen¢ni molekulou mutze byt napt. fykoerythrin, jeho fluorescence je zhaSena
pfitomnosti peroxylovych radikdli ABAP. AvSak v pfitomnosti antioxidantii jsou
spustény oxida¢ni reakce a tim antioxidanty zabrafiuji zhaeni fluorescence’.

2.3.3 ORAC (oxygen radical absorption capacity)

Tato metoda je zaloZzend na hodnoceni degradace fluorescen¢ni molekuly po
styku s generatory radikald, dochazi k poskozeni fluorescenéni molekuly a tim ke ztraté
fluorescence. Pravé antioxidanty chrani molekuly pfed timto plsobenim radikald na
fluorescencni molekuly. Stupent ochrany se hodnoti pomoci fluorimetru. Degenerace
fluorescenéni molekuly se tedy méfi jako pfitomnost antioxidantu, ¢im méné
antioxidantu, tim vy$§i rozklad fluorescencni molekuly a tim vys$$i ubytek
fluorescence®.

Pti hodnoceni antioxida¢ni aktivity se sleduje intenzita fluorescence v zavislosti
na Case. Jako standard pro hodnoceni se pouZziva trolox, kdy se rizné koncentrace
pouzivaji k ziskani kfivky zavislosti intenzity fluorescence na Case a testované vzorky
jsou pak porovnavany v téchto oblastech. Kvantifikace ORAC testl je tedy na zaklad¢
hodnoceni plochy pod pikem (AUC)S. Ubytek fluorescence se pozoruje napf. na B-
fykoerythrinu nebo na fluoresceinu. Pivodn¢ byl test vyvinut za pouziti fluorescenéniho
proteinu B-fykoerythrinu, avsak kvili nestalosti reagentu, citlivosti na svétlo a vazbé na
polyfenoly byl B-fykoerythrin nahrazen v praxi fluoresceinem®.

Jako generator radikalti se pouziva 2,2-azobis(isobutyrimidamid)dihydrochlorid
(AAPH), takto jsou generovany peroxidové radikaly pifi zahfivani a pfi pfitomnosti
dostatecného mnoZzstvi kysliku. Pro generovani hydroxylovych radikali se pouziva
H,0, + Cu®*. Sife vyuziti je vys§i v piipadé fluorescenéniho systému s pouzitim
fluoresceinu a to v podobé fluorescenéni sondy®.

Pii hodnoceni naméfenych vysledki se AUC (area under the curve) vzorka
porovnavaji s AUC standardu, tedy troloxu, u kterého jsou znamé koncentrace. Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova  kyselina) je  hydrofilni
synteticky analog vitaminu E°.
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Vyhodou této metody je, ze hodnoti 1 antioxidacni kapacitu, ktera se projevuje se
zpozdénim. Obsahuje-li vzorek komplex antioxidantl, jejichz zacatek plisobeni
antioxida¢ni aktivity je pomalejsi°.

K ovlivnéni méfeni antioxidacni kapacity se pouzivaji cyklodextriny, pfedevsim
maji vyuziti v metodé ORAC pfi stanovovani antioxidantl, které maji podobu
fenolickych sloucenin. Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy se Sesti az
osmi glukopyranozovymi jednotkami, kdy vné&jsi ¢ast CD je hydrofilni a vnitini dutina
hydrofobni. Do dutiny CD je pak zaclenéna molekula antioxidantu a vytvaii tak
komplex. Nativni cyklodextriny mohou byt chemicky upraveny a to tak, aby byla
zlepSena jejich rozpustnost a nebo hydrofilni/hydrofobni vlastnosti. Komplexy
s cyklodextriny mohou zlepSovat vlastnosti antioxidanti, jako jsou napiiklad
rozpustnost ve vodé, biologickd dostupnost, stabilita a antioxidacni u¢innost celého
komplexu®®.

Metoda ORAC je standardizovana, nebyva finan¢né naro¢na, ale nevyhodou je
pH citlivost a dlouha doba potfebna ke kvantifikaci vysledka™.

2.3.4 ABTS (2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonat)

Stanoveni antioxidacni aktivity analyzou ABTS je zaloZeno na vychytdvani
radikalového kationtu ABTS (ABTSe+) piitomnymi antioxidanty ve stanovovaném
vzorku. Radikdlovy kationt ABTS ma pfirozen¢ modrozelenou barvu s maximalni
absorbanci pii 645 nm, 734 nm a 815 nm ', ABTS«+ se pfipravuje reakci s oxidem
manganicitym, respektive se ABTS filtruje pfes praSek MnO;. Prebytek MnO; se
odstrani filtraci pfes mikrofiltr. Dal§i moZnosti ptipravy ABTSe+ je napi. reakce
S persiranem draselnym K;S;0g T

Nespornou vyhodou ABTSe+ je, Ze jeho koncentrované roztoky vydrzi i
mésice v chladnicce, v dobé potieby se jen tyto koncentrované roztoky natedi na
potiebnou koncentraci odpovidajici potiebné absorbanci®. Po styku tohoto radikalu
s antioxidantem v reak¢nim prostfedi dojde k zachyceni volnych radikalti a tim se zméni
zbarveni (vznika svétle zelené zbarveni nebo az tplné odbarveni) a dojde ke snizeni
absorbance. Pokles absorbance kvantitativné odpovida koncentraci pfitomnych
antioxidanti. Tato metoda je rychla, jednoduchd na provedeni, finanén€ nendrocnd a
uskutecnitelna pii irokém rozmezi pH ™.

2.3.5 TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity)

Metoda TEAC velmi tzce souvisi s piedchazejici metodou ABTS, metoda
ABTS byva také oznacovana jako metoda TEAC. Protoze schopnost inhibovat radikal
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ABTS, coz vyjadiuje antioxidac¢ni aktivitu vzorku, se porovnava s antioxidacni
aktivitou referenéniho standardu, tedy troloxu™.

Hodnota TEAC je formulovana jako milimolarni (mmol) koncentrace troloxu,
kterd odpovida antioxidaéni aktivitd zkousené latky o koncentraci 1 mmol/ ™.

2.3.6 CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity)

Metoda CUPRAC je jednou z metod, které jsou zalozené na bazi pifenosu
elektrontl. Jako chromogenni oxidacni ¢inidlo se zde pouziva komplex neokuproinu
s méd’natymi ionty (Cu(ll)-Nc). Ke vzorku, ktery obsahuje antioxidant, se piidaji jako
reak¢ni Cinidla chlorid méd’naty, octan amonny a jiz zminovany neokuproin. Reakce
probiha pii pH 7 po dobu 30 min (nejcastéji). Naptf. reakce CUPRAC cinidla
s kyselinou askorbovou: (Cu(ll) —Nc) se redukuje na vysoce barevny chelat (Cu(I)-Nc)
a kyselina askorbova se oxiduje na dehydroaskorbovou kyselinu*2. Vysledny produkt
redoxni reakce je CUPRAC chromofor, u kterého se posuzuje spektrofotometricky
absorbance pii 450 nm. Vysledné zbarveni je oranzovo-zluté. Jedna se tedy o metodu,
kterd vyuzivd méd’naty iont ke snizeni antioxidac¢nich schopnosti. Pouzitd ¢inidla jsou
cenove dostupna a pomérne stabilni®,

Vyhodné je u metody CUPRAC propojeni se syst¢tmem HPLC, vznika tak on-
line metoda HPLC-CUPRAC. Toto propojeni kombinuje chromatografickou separaci,
analyzu a kone¢nou identifikaci antioxidantli. Tato metoda je rychla, univerzalni, levna,
¢inidla jsou stabilni a umoziuje on-line kvalitativni a kvantitativni stanoveni
antioxidac¢nich slozek komplexnich vzorkd. Lze takto stanovit celkovou antioxidacni
aktivitu, ale i antioxida¢ni aktivitu jedné slozky z celého komplexu®.

2.3.7 Analyza DPPH (2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl)

Tato metoda je =zalozena na reakci difenylpikrylhydrazylu - DPPH
s antioxidantem. Radikal DPPH je redukovan pfitomnym antioxidantem a dochazi tak
ke zméné zbarveni vzorku, purpurové zbarveny vzorek je odbarven. Zména barevnosti a
rychlost této zmény je imérna antioxidagni aktivité stanovované latky™. V podstats je
antioxidacni aktivita vzorku vyjadfena jako ekvivalentni koncentrace ke standardnimu
antioxidantu, ktery se stejnou Uc¢innosti umozituje zhaseni stabilniho DPPH radikalu.

Jako standard se pouZiva trolox a nebo kyselina askorbova®®.

DPPH krystaly se rozpusti v methanolu nebo ethanolu, zaznamena se pocatecni
absorbance DPPHe, smés se inkubuje po dobu 30 min spolu se vzorkem antioxidantu a
zméti se konecnd absorbance. Vyhodnoceni této metody je moZzné hned nckolika
zpusoby. Jednou z variant je spektrofotometrické proméfeni, kdy se sleduje pokles
absorbance pii 515 nm. Antioxida¢ni aktivita je hodnocena nejcastéji jako IC50, coz je
antioxida¢ni koncentrace potiebna ke snizeni DPPH absorbance o polovinu, nebo se
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hodnoti jako procentualni ztraty originalni absorbance DPPH®. Dali variantou pro
hodnoceni této metody je spinova elektronova rezonance nebo HPLC detekee®.

Jako velmi vyhodné se jevi spojeni metody DPPH spolu se systémem SIA a
naslednou spektrofotometrickou detekci. Diky své rychlosti a citlivosti je metoda SIA
vhodna pro provadéni rutinnich screeningovych testi na piitomnost antioxidantt. Lze
takto stavovat velké série vzorki a to i v piipad¢ piirodnich substanci, jako jsou
lyofilizované extrakty bylin a hub. Vyhodou je i to, ze je zapotiebi jen néckolik
miligramt vzorku. Samotna metoda DPPH neni pfili§ vhodnd pro hodnoceni velkého
mnozstvi vzorku, jelikoz standardni reakéni doba je az 30 minut. V piipadé propojeni
DPPH metody s HPLC dochazi nejdiive k separaci vzorku pomoci HPLC, pak
nasleduje za kolonou on-line detekce antioxidantti metodou DPPH, kde analyza jednoho
rostlinného vzorku trvéa dalSich 30 minut. Pravé kviili ¢asové naro¢nosti neni propojeni
s HPLC piili§ vhodné pro provadéni rutinnich screeningovych testt. Oproti tomu SIA-
DPPH metoda zajistuje relativné vysokou produktivitu, opakovatelnost a je vhodna pro
rychlé testovani antioxidacni aktivityle.

2.3.8 Analyza FRAP (ferric reducing antioxidant power)

Antioxidacni aktivita se V pfipadé metody FRAP hodnoti podle redukénich
schopnosti, kdy dochazi k redukci Zelezitych iontli na ionty zeleznaté. Dochazi
k redukci zelezitych iontl S tripyridyltriazinovym komplexem (2,4,6-tri(2-pyridyl)-
1,3,5-triazin) pii nizkém pH, kdy prob&hne barevna reakce. Zelezité komplexy jsou
bezbarvé a po uskutecnéni redukce ziskavaji fialové zbarveni. FRAP hodnoty se pak
ziskavaji proméfenim absorbance pifi 593 nm a tyto naméfené hodnoty se porovnavaji s
absorbanci smési o zndmych koncentracich. Test FRAP je levny, reakéni Cinidla jsou
snadno pftipravitelnd, vysledky jsou vysoce reprodukovatelné, postup je jednoduchy a
rychly®’.

2.3.9 Analyza DMPD (N,N-dimethyl-p-phenylendiamine)

Metoda DMPD pouziva N,N-dimethyl-p-fenylendiamin v roztoku, z kterého se
pomoci chloridu Zelezitého ziskd Ccervenofialova radikidlova forma. Po styku
s antioxidanty ve vzorku dochdzi ke zhaseni radikalti a tim dochazi ke ztraté barevnosti.
Vysledky se posuzuji spektrofotometricky, kdy se absorbance prométuje pti 505 nm, a

Cv v

snizené pH (5,25)18.

2.3.10 ESR (electron spin resonance)

Elektronova spinova rezonance (ESR) je metoda vhodna pro stanoveni iontt
obsahujicich volny elektron. Tento test je zaloZzen na méfeni pifechodd neparovych
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elektroni v magnetickém poli smérem k molekulam, které maji neparové elektrony,
tedy volné radikaly. ESR je vyuzivana pro detekci radikala proteint a peptidi. Vyhodou
ESR je citlivost, jednoduchost a ptesnost. Vysoka citlivost ESR umoznuje i detekci
nizké koncentrace radikala*®,

2.3.11 Hodnoceni redoxniho potencialu

V praxi se odstoupilo od plvodniho kolorimetrického hodnoceni redox
potencialu a pieslo se na elektrochemické hodnoceni. To znamena, ze se redoxni
potencidl posuzuje ve vztahu k vodikové elektrodé. Ani tato vylepSend metoda
nepfinesla velké vyuziti. Pro toto hodnoceni je dilezité rozdeleni do 3 tiid a to:
rozpustény kyslik, tézké kovy a latky povahy reduktonii. Tyto 3 tfidy maji majoritni vliv
na redoxni potencidl, avSak i jiné latky, které jsou elektrochemicky neaktivni, mohou
ovlivitovat redox potencial. Toto hodnoceni neni vhodné pro hodnoceni antioxidacni

aktivity®,

2.3.12 Chemiluminiscence

Chemiluminiscenci se rozumi generovani elektromagnetického zatreni, kdy
dochazi k ptevedeni energie chemické na energii svételnou. Pficemz svétlo miize byt
emitovano v ultrafialové, viditelné, nebo v infraervené oblasti. Nejbéznéjsi je emise
svétla ve viditelné oblasti®®. Prob&hlou chemickou reakci vznikd produkt, ktery se
dostava do excitovaného stavu a pii prechodu zpét na zakladni energeticky stav se
piebytecnd energie vyzaii v podobé fotonti. Chemiluminiscence byvéa Casto nazyvana

jako svétélkovani?',

2.3.12.1 PCL (Photochemoluminescence)

Metoda PCL je zalozena na fotochemickém generovani radikalti v kombinaci
s citlivou chemiluminiscenéni detekei’.

PCL test vyuziva pfi hodnoceni antioxidacni aktivity pfistroj zvany Photochem
slouzici ke generovani peroxidovych radikalt, které jsou pak spotfebovany pii kontaktu
s antioxidantem ve vzorku. Ty radikaly, které nebyly spotfebovany antioxidanty, reaguji
S luminolem a umoznuji tak detekci. Poté, co jsou antioxidanty spotfebovany, zvysuje
se hladina pfitomnych radikalu a tim roste 1 chemiluminiscence®.

Pro hydrofilni antioxidanty je pfizpiisobena metoda ACW (Antioxidant Capacity
of Water soluble substance) a pro hydrofobni antioxidanty ACL (Antioxidant Capacity
of Liposoluble substance). V piipadé antioxidanti rozpustnych ve vodé se ACW
vysledek hodnoti podle trvani ,lag” faze. V ptipad¢ antioxidantd rozpustnych v tucich
se ACL koncentrace antioxidantli stanovuje dle integradlu pod ziskanou kiivkou.
Standardem pro ACW je kyselina askorbova a pro ACL je standardem trolox. PCL
metoda je velice citliva a lze ji pouZit i pfi nizkych koncentracich — az nanomoly/L?.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materidl

3.1.1 Chemikalie
Resveratrol, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika
Kyselina p-kumarové, Fluka Chemika, Svycarsko
Trolox, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika
Peroxid vodiku 30%, Fluka Chemika, SV}'Icarsko
HexakyanoZelezitan draselny, Sigma Aldrich, Praha, Ceské republika
HexakyanoZeleznatan draselny, Sigma Aldrich, Praha, Ceské republika
Luminol, SERVA, Némecko
Hydrogenuhli¢itan sodny, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska republika
Hydroxid sodny, Penta, Chrudim, Ceska republika
Hydroxid sodny roztok, pouzity k Gpravé pH, ptipraveny na Katedie analytické chemie

Demineralizovand voda, pfipravena na Katedfe analytické chemie

3.1.2 Laboratorni pristroje
Pocita¢ s nainstalovanym Windows 98, software FaFSIA
Pistové cerpadlo, objem 2,5ml, Cavro XL-3000, USA
Misici civka a spojovaci hadicky o priméru 0,50mm a 0,75mm z polytetrafluorethylenu
10-cestny selekéni ventil, Vici Valco, USA

Chemiluminiscencni cela sestavena na Katedfe analytické chemie Farmaceutické

fakulty UK v Hradci Kralové

Fotondsobi¢ Hamamatsu, H5784-01, Japonsko
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3.2 Pracovni postup

3.2.1 Priprava roztoki

Zasobni roztoky byly pfipravovany na zacatku experimentu a pouzivany az do
uplného spotiebovani. Roztok peroxidu vodiku musel byt pfipravovan vzdy cerstvy
z divodu nestability. Roztoky byly pfipravovany ve sklenénych odmérnych bankach a
byly uchovavany v lednici.

Pro zasobni roztok resveratrolu o koncentraci 10 mol/l bylo pouzito 0,0228 g
resveratrolu o molekulové hmotnosti 228,24 g/mol a 100 ml methanolu. Tento zakladni
roztok byl dale fedén demineralizovanou vodou pro vytvoreni kalibracni fady postupné
vV poméru 1:1.

Pro pripravu zasobniho roztoku kyseliny p-kumarové o koncentraci 10 mol/l
bylo pouzito 0,0164 g kyseliny p-kumarové o molekulové hmotnosti 164,16 g/mol a
100 ml methanolu. Redéni bylo stejné jako v predchozim bodg.

Zasobni roztok Troloxu o koncentraci 10™ mol/l bylo pouzito 0,0250 g troloxu o
molekulové hmotnosti 250,29 g/mol na 100 ml methanolu.

Zasobni roztok peroxidu vodiku o koncentraci 10° mol/l byl pripraven
odebranim 560ul peroxidu vodiku 30% a doplnénim vodou na 50ml, z tohoto roztoku
byl odebran 1ml a doplnén vodou na objem 100 ml. V ptipadé pfipravy roztoku
peroxidu vodiku o koncentraci 10 mol/l byl zasobni roztok o koncentraci 10 mol/
ziedén 10x.

Zasobni roztok hexakyanoZelezitanu draselného o koncentraci 10 mol/l byl
pfipraven navaZenim a rozpusténim 0,0328 g hexakyanoZelezitanu draselného ve 100
ml vody.

Zasobni roztok hexakyanoZeleznatanu draselného o koncentraci 10 mol/l byl
pfipraven z 0,0422 g hexakyanoZeleznatanu draselného a ze 100ml vody.

Zasobni roztok luminolu v roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 10 = mol/l
byl pfipraven rozpusténim 0,0177 g luminolu ve 100ml roztoku hydroxidu sodného o
koncentraci 10" mol/l, ktery byl pfipraven rozpusténim 0,4 g hydroxidu sodného ve
vodé.

Zasobni roztok luminolu v roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného o koncentraci
10° mol/l byl piipraven rozpu§ténim 0,0177 g luminolu ve 100ml roztoku
hydrogenuhli¢itanu  sodného, ktery byl pfipraven rozpusténim 2,1003 g
hydrogenuhli¢itanu sodného ve vodé, koncentrace hydrogenuhli¢itanu sodného byla
0,25 mol/l. U poloviny roztoku bylo pak upravovano pH na hodnotu 10 pomoci
koncentrovaného hydroxidu sodného, u druhé poloviny zlstalo pH bez upravy.
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Postup ptipravy kalibra¢nich tad.:

Zasobni roztok (resveratrol, Kys. p-kumarova, trolox) byl fedén dle nasledujiciho
postupu. Prvni pracovni roztok byl fedén v poméru 1:1 s vodou do desetimililitrové
odmérné banky, tedy 5 ml zasobniho roztoku resveratrolu a 5 ml vody a takto vznikl
druhy pracovni roztok. Tteti roztok kalibra¢ni fady byl pfipraven z druhého roztoku
opét v poméru 1:1 s vodou. Tento zplsob fedéni byl opakovan az do vytvofeni celé
kalibra¢ni fady.

3.2.2 Nastaveni systému SIA

Cely SIA systém byl sestaven z dvoucestného ventilu, pistového ¢erpadla, misici
civky, deseticestného selekéniho ventilu, detekéni cely, fotondsobice a pocitace.

Pied sestavenim programu k provedeni pokusu byl nejdiive sestaven program na
promyti SIA systému. Prvnim krokem v programu promyti bylo ptepnuti ventilu
pistového Cerpadla do pozice IN, pak doSlo kaspiraci nosného proudu
(demineralizovana voda) o objemu 500 pl rychlosti 50 pl/s. Nasledovalo piepnuti do
pozice OUT a doslo k propojeni mezi misici civkou a ¢erpadlem. Rychlosti 30 pl/s bylo
aspirovano 100 pl pfislusnych roztokd z jednotlivych portd (porty 2, 3, 6, 7). Portem
¢. 5 byly roztoky po promyti odvedeny do odpadni ldhve. Pfed kazdym pouzitim
nového roztoku byl cely systém takto promyt.

Po promyti néasledoval program pro méfeni antioxida¢ni aktivity jednotlivych
vzorkt. Portem ¢. 1 byla pfipojena detekéni cela, portem ¢. 2 byl aspirovan peroxid
vodiku, portem ¢&. 3 roztok luminolu, port ¢. 4 nebyl vyuzit, portem ¢. 5 byl odvadén
odpad, portem ¢. 6 byl aspirovan antioxidant a v pfipad¢ promyvani voda, portem ¢. 7
roztok hexakyanozelezitanu popt. hexakyaozeleznatanu, portem ¢. 8 vzduch pro
vytvoreni bublin pro oddéleni aspirovanych roztoki, portem ¢. 9 doslo k transportu do
detekéni cely. Jednotlivé roztoky byly v misici civece od sebe oddéleny vzduchovou
bublinou, aby nedoslo k ptfed¢asné reakci.

Prvnim krokem programu méfeni bylo pfepnuti ventilu pistového Cerpadla do
polohy IN a doslo k aspiraci 100 pl nosného proudu do misici civky rychlosti 50 pl/s.
Nasledovalo piepnuti dvoucestného ventilu do pozice — OUT, dale pak aspirace
jednotlivych roztokli a vzduchovych bublin. Nejdtive byl aspirovan vzduch o objemu
10 pl rychlosti 30 pl/s, rychlosti 30 pl/s byly aspirovany také vSechny roztoky. Poté
bylo aspirovano 40 ul peroxid vodiku, oddéleno vzduchovou bublinou po kazdé aspiraci
roztokt. Jako dalsi byl aspirovan roztok luminolu o objemu 40 pl, nasledovala aspirace
10 pl roztoku hexakyanozelezitanu popt. hexakyanozeleznatanu a roztok antioxidantu
byl aspirovan v zoén¢ o objemu 50 pl. Z misici civky byly roztoky piecerpany do
detekéni cely a bylo nastaveno ¢asovani tzv. timer po dobu 60 s, kdy byl sledovan
pomoci chemiluminiscence antioxidacni efekt (pokles signalu v zavislosti na poklesu
koncentrace peroxidu vodiku) v detekéni cele, ktery byl zalozen na potlaceni
chemiluminiscence v pfitomnosti antioxidantu. Nasledovala aspirace 300 ul obsahu
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Z detekéni cely a odvedeni do odpadni lahve. Po kazdém méfeni v programu
nasledovalo promyti detekéni cely dostatecnym objemem nosného proudu. Kazdé
meéfeni bylo porovnavano se slepym pokusem, kdy ziskany chemiluminiscencni signal
nebyl ovlivnén pfitomnosti antioxidantu.

Jako chemiluminiscenéni Cinidlo zde byl pouzit luminol, ktery vykazoval
chemiluminiscen¢ni zafeni nasledné¢ po oxidaci peroxidem vodiku v pfitomnosti
katalyzatorii. Jako katalyzator zde byl pouzit hexakyanozelezitan draselny popf.
hexakyanozeleznatan draselny.

Chemiluminiscen¢éni aktivita byla sledovana pomoci detektoru znacky
Hamamatsu (fotonasobice), na kterém bylo nastaveno pracovni napéti. Vysledky, tedy
vyska a plocha piku, byly odeéteny pomoci programu FaF SIA pomoci modulu Peak
Detection. Odectené hodnoty zavisely na chemiluminiscenéni aktivité a ta zavisela na
koncentraci testovaného antioxidantu. Detekéni cela byla obalena ¢ernym
nepropustnym materidlem, nebot’ externi svétlo zvySovalo Sum vysledného signalu. Na
snima¢ detektoru dopadalo zafeni, které prochazelo zesilovaem a nasledné bylo
prevedeno na napéti. Toto napéti pak bylo méfeno v casové zavislosti v podobé piku.

3.2.3 Méreni vzorku

Pfi bézném méteni bylo nastaveno konstantni napéti 435 mV, u kazdého vzorku
prob&hly 3cykly méteni a vzdy vzorky setrvaly 60 s v detekéni cele.

U kazdého vzorku (resveratrol, kyselina p-kumarova, trolox) byla proméfena
kalibra¢ni fada za definovanych podminek. Kalibra¢ni fada resveratrolu , kyseliny p-
kumarové i troloxu byla v rozsahu koncentraci 2,44 x 107 az 1 x 10 mol/l.

Podminky méfeni jsou shrnuty v néasledujici tabulce.

Tabulka €. 1 — Shrnuti podminek méteni

H,O, Ks[Fe(CN)g] luminol v O
podminky & 1 | 10° mol/l 10" mol/I NaOH 107 mol/I
podminky & 2 | 10™ mol/l 10" mol/I NaOH 107 mol/I
podminky & 3 | 10° mol/l 10 mol/l NaHCO; 10°° mol/l s ipravou pH
podminky & 4 | 10° mol/l 10" mol/I NaHCO; 10 mol/I bez Gipravy pH
podminky & 5 | 10° mol/l | 10 mol/l Fe** NaOH 107 mol/I

Zasobni roztok luminolu byl pfipraven za podminek méteni ¢. 1,2 a 5 v roztoku
0,1 M hydroxidu sodného. Za podminek méfeni ¢. 3 a 4 byl luminol pfipraven v roztoku
hydrogenuhlic¢itanu sodného, kde v piipadé podminek méfeni ¢. 3 bylo upraveno pH na
10 pomoci roztoku hydroxidu sodného. Kdy v piipadé méfeni ¢. 1, 2, 3 a 4 bylo
pracovni napéti 435 mV a v pfipadé méfeni €. 5 bylo pracovni napéti 750 mV
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Za podminek méfeni ¢. 5 byl misto hexakyanozelezitanu draselného pouzit
hexakyanozeleznatan draselny o stejné koncentraci a muselo byt zménéno pracovni
napéti na 750 mV.

Jako dalsi varianta méteni byly tyto podminky - zasobni roztok peroxid vodiku o
koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci
10 mol/l, roztok luminolu v roztoku uhli¢itanu sodného bez Gpravy pH za zvyseného
napéti. Signal detektoru vSak nebyl méfitelny, neslo tedy tyto podminky v méfeni
pouzit.

Pokazdé byl nejprve proméfen slepy vzorek bez obsahu antioxidantu, portem
¢. 6 byla tedy ddvkovéana demineralizovana voda misto roztoku s antioxidacni aktivitou.
koncentraci antioxidantu. Méfeni probéhlo nejdiive u resveratrolu, dale pak u kyseliny
p-kumarové a v zavéru u troloxu jakozto standardu pouzivaného pro hodnoceni
antioxidacni aktivity a to ve vSech vySe uvedenych krocich (podminky méfeni 1-5).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Pro zpracovani vysledki byly odeéteny vysSky a plochy signali u vSech tiech
cykld po proméieni kazdého bodu testované fady vzorka v programu Microsoft Office
Excel 2007. Data méfeni byla zanesena do tabulek. Byly vypoc¢itany primérné hodnoty
zjisténych dat, tzn. vysky a plochy pod pikem, déale byly vypocitdny Smeérodatné
odchylky a relativni smérodatné odchylky. Do grafi byly zaneseny rozdily priméra
ziskaného chemiluminiscencniho signalu, kdy od pramérné hodnoty vysky/plochy
signalt slepého roztoku byla odectena kazda primérna hodnota méfeni vysky/plochy
signall kalibrac¢ni fady. Vysledkem byly bodové grafy znéazornujici zavislost rozdili
praumérnych hodnot vysky/plochy signali na koncentraci.

4.1 Resveratrol

Systematicky nazev: 3,4’,5-trihydroxy-trans-stilbenen®
HO
O = O OH

OH

Obrazek &. 1 — struktura resveratrolu®

4.1.1 Podminky méreni ¢. 1

Byly nastaveny podminky métfeni €. 1 - zdsobni roztok peroxid vodiku o
koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci
10 mol/l, zésobni roztok luminolu o koncentraci 10 mol/l v roztoku hydroxidu
sodného.

Nejdiive byl prométen slepy vzorek (blank —B) a dale jednotlivé vzorky
tabulek, vysky signdlti do Tabulky €. 2 a plochy signali do Tabulky ¢. 3. Vysledky
tohoto prvniho kroku méfeni byly znazornény graficky — viz Obrazek ¢. 2 a ¢. 3, kde je
zachycena zavislost rozdiltt mezi praméry (chemiluminiscence slepého vzorku a prave
méfené chemiluminiscence) na koncentraci vzorkd. Obrazek ¢. 2 graficky popisuje
rozdil vysky signalti a Obrazek ¢. 3 popisuje rozdil plochy signali.
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Tabulka ¢. 2 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni €. 1
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD |RSD (%)| CLg-CLg
referenéni 0 3,55 0,03 0,98 0
1 2,44 x 10 3,63 0,14 3,92 -0,08
4,88 x 107 3,19 0,22 6,96 0,37
3 9,77 x 10 2,96 0,16 5,56 0,59
4 1,95 x 10 2.80 0,16 5,60 0,75
5 3,91 x 10 2,51 0,09 3,74 1,04
6 7,81 x10 2,28 0,04 1,64 1,27
7 1,56 x 10% 1,63 0,17 | 10,66 1,92
8 3,13x 10 1,53 0,06 4,15 2.03
9 6,25 x 10 1,39 0,07 5,28 2,17
10 1,25 x 10 1,10 0,03 2.75 2.46
11 2,50 x 10 0,55 0,01 1,73 3,00
12 5,00 x 107 0,33 0,02 6,03 3,22
13 1,00 x 10 0,23 0,05 | 20,20 3,32
<« 3,50
w] PS <
_if 3,00 L 2
o
2,50 Pe
2,00 —f’
1,50
1,00 i
0,50
0,00 T T T T T 1
0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
-0,50

koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 2 - Antioxidaéni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢&. 1
znazornéna pomoci vysek signali
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Tabulka ¢. 3 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni €. 1
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (moll/l) SD RSD (%) Ag - Ar
referenéni 0 87,28 0,88 1,01 0
1 2,44 x 107 96,55 0,87 0,90 9,27
4,88 x 107 88,65 3,61 4,07 -1,37
3 9,77 x 10 84,25 3,51 4,16 3,03
4 1,95 x 10 80,47 2,96 3,68 6,81
5 3,91 x 10 73,04 1,71 2,34 14,24
6 7,81 x 10 66,72 0,97 1,45 20,57
7 1,56 x 10% 49,48 3,32 6,71 37,80
8 3,13x 10 38,11 0,58 1,53 49,17
9 6,25 x 10 29,59 0,92 3,09 57,69
10 1,25 x 10 20,49 1,47 7.20 66,79
11 2,50 x 10 3,52 1,26 35,86 83,76
12 5,00 x 107 2,00 0,44 21,95 85,28
« 100
<
< 30 L 4
*
60 ®
*
0 Te ¢ Rady1
20 &
0 T T T T T 1
0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003
=20
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 3 - Antioxida¢ni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢&. 1
znazornéna pomoci ploch signali
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Za podminek meéfeni ¢. 1 pii hodnoceni vySek signalt byla maximalni
antioxidatni aktivita dosaZena pii koncentraci 5 x 10™ mol/l, tato koncentrace tedy
vykazovala 90% antioxidacni U¢innost, naopak nejnizsi antioxidacni aktivita byla
zpozorovana pii koncentraci 4,88 X 10" mol/l, antioxida¢ni Gi&innost resveratrolu byla
tedy nalezena v uvedeném koncentra¢nim rozsahu S antioxida¢ni aktivitou v rozmezi
0,09% az 90%. Pti hodnoceni ploch pod pikem byl koncentra¢ni rozsah 0,18% az 90%,
kdy 90% t&innost byla pii koncentraci 5 x 10 mol/l a nejniz§i u&innost antioxidacni
aktivity byla pfi koncentraci 9,77 x 107 mol/I.

4.1.2 Podminky méreni ¢. 2

V dal§im kroku byly nastaveny tyto podminky méfeni - zasobni roztok peroxidu
vodiku o koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o
koncentraci 10 mol/l, zésobni roztok luminolu v roztoku hydroxidu sodného o
koncentraci 10 mol/I.

V Tabulce ¢. 4 a vObr. ¢. 4 jsou uvedeny vysky signalt, v Tabulce ¢. 5 a
v Obrazku €. 5 jsou plochy signali.

Tabulka ¢. 4 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek meéfeni €. 2
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD |RSD (%) | CLg-ClLg
referenéni 0 2,43 0,14 5,61 0

2 4,88 x 10 1,91 0,07 3,46 0,52

9,77 x 10 1,95 0,03 1,41 0,47
4 1,95 x 107 1,62 0,10 6,15 0,80
5 391x 10 1,45 0,05 3,56 0,98
6 7,81 x 10 1,21 0,12 10,32 1,22
7 1,56 x 10% 1,00 0,05 461 1,43
8 313x10% 0,92 0,02 2.28 1,51
9 6,25 x 10°% 0,80 0,00 0,00 1,63
10 1,25 x 10 0,76 0,03 3,75 1,67
11 2,50 x 10 0,53 0,03 6,44 1,90
12 5,00 x 107 0,37 0,05 12,86 2.06
13 1,00 x 10 0,20 0,00 0,00 2,23
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Obr. ¢. 4 - Antioxidac¢ni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 2
znazornéna pomoci vysek signala

Tabulka ¢. 5 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek meéfeni €. 2
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD |RSD (%) | As-ARr
referenéni 0 40,46 2,28 5,63 0

2 488 x 10 32,26 2.87 8,90 8.20

9,77 x 10 36,71 0,41 1,11 3,75
4 1,95 x 107 30,25 2.72 8,99 10,21
5 391x 10 27,76 321 11,55 12,70
6 7,81 x 10 25,52 1,92 7,52 14,94
7 1,56 x 10 21,40 0,77 3,60 19,05
8 313x10% 20,09 0,95 473 20,36
9 6,25 x 107 15,00 0,00 0,00 25,46
10 1,25 x 10 7.89 0,77 9,72 32,57
11 2,50 x 10 3,04 0,29 9,51 37,42
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Obr. ¢. 5 - Antioxida¢ni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢&. 2
znazornéna pomoci ploch signali

Za podminek méteni €. 2 v piipad¢ hodnoceni vysek signalti byla antioxidacni
aktivita nejvyssi pi koncentraci 5 x 10 mol/l, nejnizsi pak pii koncentraci 4,88 x 107
mol/l, antioxida¢ni G¢innost byla nalezena tedy v koncentra¢nim rozsahu 4,88 X 107
mol/l az 5 x 10™ mol/l s antioxida&ni aktivitou 0,09% az 90%. P¥i hodnoceni ploch pod
pikem byl koncentraéni rozsah 4,88 x 107 az 2,5 x 10™* mol/l s antioxida¢ni aktivitou v

rozmezi 0,18% az 90%.

4.1.3 Podminky méreni ¢. 3

Zde byly nastaveny tyto podminky méfeni - zasobni roztok peroxidu vodiku o
koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci
10° mol/l, zésobni roztok luminolu v roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného o
koncentraci 10 mol/l s Gpravou pH na 10 pomoci roztoku hydroxidu sodného.

V Tabulce ¢. 6 a v Obr. €. 6 jsou uvedeny vysky signald, v Tabulce ¢. 7 a v Obr.
¢. 7 plochy signali.
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Tabulka ¢. 6 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 3

znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD | RSD (%)
referenéni 0 0,80 0,02 2,94 0

5 3,91 x 10 0,73 0,04 5,64 0,07
6 7,81 x 10 0,71 0,04 543 0,09
7 1,56 x 10% 0,63 0,01 2,15 0,17
8 3,13x 10 0,40 0,03 7.62 0,41
9 6,25 x 10 0,29 0,02 5,68 0,51
10 1,25 x 10 0,20 0,00 0,00 0,60
« 0,60
o
2 0,50 L2
o

0,40 &

0,30

0,20

*
010 +— >
0,00 ‘ T T T T T T 1
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 6 - Antioxida¢ni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 3

znazornéna pomoci vysek.

Tabulka ¢. 7 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 3

znazornéna pomoci ploch signalt

¢islo koncentrace
vzorku (moll/l) SD RSD (%)
referenéni 0 16,56 1,06 6,38 0
5 391x10% 10,77 1,15 10,67 5,78
6 7,81 x 10 8,85 0,36 4,02 7,71
7 1,56 x 10% 7,04 0,59 8,35 9,52
8 3,13x10% 5,50 0,39 7,10 11,06
9 6,25 x 10 3,76 0,79 21,09 12,79
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Obr. ¢ 7 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 2
znazornéna pomoci vysek signala

Za téchto podminek méfeni byla antioxidacni aktivita nejvyssi pfi koncentraci
6,25 x 10 mol/l a nejnizsi pri 3,91 x 10°® mol/l, mé&fitelny je tedy rozsah antioxida&ni
aktivity od 5,63% do 90%. Takto tomu bylo pii méfeni jak vysek, tak ploch pod pikem.

4.1.4 Podminky méreni ¢. 4

Méfeni za podminek ¢. 4 - zasobni roztok peroxidu vodiku o koncentraci
10 mol/l, zasobni roztok hexakyanoZelezitanu draselného o koncentraci 102 mol/l,
zasobni roztok luminolu v roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného o koncentraci 10 mol/l
bez Gpravy pH.

U takto nastavenych podminek meéfeni nebylo moZzné odecist hodnoty
vysky/plochy signalli, nebot se zde vyskytoval Sum, ktery neumoznoval odecteni
méfenych signali. Ani po Gpraveé pracovniho napéti z 435 mV na 480 mV a nasledné
pak na 500 mV nebyl vzorek timto zptisobem méftitelny. Hodnota pH roztoku luminolu
je totiz jednim z faktort, které ovlivituji chemiluminiscenci v tomto systému. Zde byla
hodnota pH pfili§ nizka a tak byla v nésledujicim kroku hodnota pH upravena.
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4.1.5 Podminky méreni €. 5

Toto méteni probéhlo za téchto podminek - zasobni roztok peroxidu vodiku o
koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok hexakyanoZeleznatanu draselného o koncentraci
10° mol/l, zésobni roztok luminolu v roztoku hydroxidu sodného o koncentraci
10 mol/l. Toto mé&feni probéhlo po zméné pracovniho napéti na 750 mV.

V Tabulce ¢. 8 a v Obrazku €. 8 jsou uvedeny vysky signalii, v Tabulce ¢. 9 a
v Obrazku €. 9 jsou plochy signalti.

Tabulka ¢. 8 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 5
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD | RSD (%)
referenéni 0 3,06 0,13 4,26 0
5 391 x 10 3,52 0,19 5,42 0,47
7,81 x 10 2,59 0,04 1,44 0,47
7 1,56 x 10% 2,27 0,10 4,46 0,79
8 3,13x 10 1,93 0,08 4,01 1,12
9 6,25 x 10 1,84 0,12 6,68 1,21
10 1,25 x 10 1,74 0,02 1,01 1,32
11 2,50 x 10 1,04 0,15 14,51 2.01
12 5,00 x 107 0,37 0,02 6,43 2.69
13 1,00 x 10 0,20 0,00 0,00 2,86
. 3,50
o
S'n 3,00 o *
2,50
2,00 ¢
1,50
’ *
1,00 ”
0,50
0,00 T T T T T 1
050 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
-1,00
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 8 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 5
znazornéna pomoci vysek signala
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Tabulka ¢. 9 - Antioxidacni aktivita resveratrolu za podminek meéfeni ¢. 5
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (moll/l) SD RSD (%) Ag - Ar
referenéni 0 93,55 3,84 410 0

5 3,91 x 10 83,97 4,96 5,90 9,58
6 7,81 x 10 47,93 1,15 2,40 45,62
7 1,56 x 10% 28,54 3,36 11,79 65,01
8 3,13x 10 17,96 0,36 2,01 75,58
9 6,25 x 10 12,22 0,24 2,00 81,33
10 1,25 x 10 7,94 0,98 12,31 85,61
11 2,50 x 10 2.42 0,20 8,38 91,13
. 100,00
< *
« 80,00 * * .

60,00 *

40,00 hd

20,00

0,00 : T T T T T 1

O 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 00,0003
koncentrace (mol/l)

Obr. ¢. 9 - Antioxidac¢ni aktivita resveratrolu za podminek méfeni ¢. 5

znazornéna pomoci ploch signali

Za podminek méteni €. 5 a to pii hodnoceni vySek signalii byla antioxidacni
aktivita pozorovatelna v rozsahu 1,41% az 90%, kdy 1,41% vykazovala koncentrace
7,81 x 10 mol/l a 90% vykazovala koncentrace 5 x 10™* mol/l. P¥i pozorovéani ploch
pod pikem byl procentualni rozsah 1,41% az 90%. 90% antioxidacni G¢innost byla

v

pti koncentraci 3,91 x 10 mol/I.
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V nékterych piipadech nebyly méfitelné hodnoty signald a to vétSinou u vyssich
koncentraci kalibracni fady, kde splyval Sum a naméfené piky (antioxidacni aktivita
byla pftili§ vysokd). Tyto neméfitelné hodnoty proto nejsou zaneseny do tabulek a grafii.
Vsechny vyse uvedené podminky méfeni €. 1, €. 2, €. 3 a €. 5 Ize v praxi vyuzit vyjma
podminek méfeni ¢. 4 (luminol v NaHCOj3 bez tpravy pH).

Ze ziskanych dat lze odvodit, Ze plocha a vyska chemiluminiscen¢nich signali je
zavisla na koncentraci stanovovanych roztoki a tim zavisld na jejich antioxidacni
aktivité. Cim byla vyssi koncentrace vzorku, tim byla vyssi 1 antioxidacni aktivita a tim

zmetenych pika.

S rostouci koncentraci antioxidantu se zmenSuje vySka piku (popf. plocha pod
pikem) a roste rozdil primérii signali, kdy je tento rozdil primérd vypocitany
z nam¢fenych hodnot slepého vzorku a testované koncentrace resveratrolu. Roste
antioxidacéni aktivita a zavisle na tomto vzrustu klesa intenzita chemiluminiscence, tzn.
¢im je vysSi koncentrace antioxidantu, tim je niz$i chemiluminiscence. Maximalni
antioxidacni aktivita je nalezena tehdy, kdy je intenzita chemiluminiscence neméfitelna
nebo minimalni a to je v nejvyssich koncentracich testované fady antioxidantu, tam je
minimalni detekovatelna vyska (popf. plocha) piku.

V piipadé méfeni za podminek ¢. 1 pii hodnoceni vysek signala byla
antioxida¢ni aktivita maximalni p¥i koncentraci antioxidantu 5 x 10 mol/l a minimélni
pii koncentraci 4,88 x 107 mol/l . P¥i hodnoceni ploch signalt byl priibéh antioxidagni
kapacity pozorovéan v koncentratnim rozsahu 5 x 10™ mol/l az 9,77 x 10°" mol/l.

Za podminek méfeni €. 2 v pfipadé hodnoceni vySek signalii byla antioxidacni
4,88 x 107 mol/l. Pfi hodnoceni ploch pod  pikem: 2,5 x 10* mol/l az
4,88 x 10" mol/l.

Pfi hodnoceni podminek méfeni ¢. 3 byla antioxida¢ni aktivita nejvyssi pii

ploch signalt.

Za podminek méteni €. 5 a to pii hodnoceni vySek signalii byla antioxidacni
aktivita pozorovatelna v rozsahu 5 x 10™* mol/l az 7,81 x 10°® mol/l. Pfi hodnoceni ploch
pod pikem: 2,5 x 10”° mol/l az 3,91 x 10°® mol/l.

Nejvyssi koncentracni rozsah pro hodnoceni ndrlstu antioxida¢ni aktivity byl
Vv pfipad€ méfeni za podminek méfeni €. 1 a ¢. 2. Koncentraéni rozsahy v téchto dvou
ptipadech byly velmi podobné a popisovaly nejpodrobnéji nartist antioxida¢ni aktivity
pozorovaného resveratrolu.
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4.2 Kyselina p-kumarova

Systematicky nazev: trans-4-hydroxyskoficova kyselina24

HO

OH

Obrézek ¢. 10 — struktura kyseliny p-kumarové®*

4.2.1 Podminky méreni ¢. 1

V Tabulce ¢. 10 a v Obr. ¢. 11 jsou uvedeny vysky signalt, v Tabulce ¢. 11 a
v Obrazku €. 12 jsou plochy signala.

Tabulka ¢. 10 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méteni

¢. 1 znazornénd pomoci vysek signalt

¢islo koncentrace
vzorku (mol/I) SD | RSD (%) | ClLg-Clk
referenéni 0 3,27 0,06 1,99 0
8 3,13x 10 3,30 0,09 261 -0,03
9 6,25 x 10°% 2,73 0,11 4,04 0,53
10 1,25 x 10 2,38 0,16 6,92 0,88
11 2,50 x 10 1,65 0,04 257 1,62
12 5,00 x 10 1,00 0,05 4,86 2.26
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Obr. ¢. 11 - Antioxida¢ni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni ¢. 1
znazornéna pomoci vysek signald.

Tabulka ¢. 11 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méteni
¢. 1 znazornénd pomoci ploch signalt

Sislo koncentrace _ -
vzorku (mol/l) SD RSD (%)
referen¢ni 0 76,45 0,58 0,76 0
8 3,13x 10 79,20 0,35 0,44 -2,76
9 6,25 x 10 71,58 2,98 4,16 4,87
10 1,25 x 10 59,57 1,88 3,16 16,87
11 2,50 x 10 41,06 1,34 3,25 35,38
12 5,00 x 10 29,49 0,39 1,34 46,95
13 1,00 x 107 25,07 2,95 11,78 51,38
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Obr. ¢. 12 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méteni €. 1
znazornéna pomoci ploch signali

Za téchto podminek meéfeni €. 1 pfi hodnoceni vySek signalG byla antioxidacni
aktivita kyseliny p-kumarové pozorovatelna Vv rozsahu 11,25% az 90%, kdy 90%
vykazovala koncentrace 5 x 10 mol/l a nejniz&i koncentrace byla 6,25 x 10 mol/l . P¥i
pozorovani ploch pod pikem za stejnych podminek byl procentudlni rozsah 5,63% az

90% a 90% antioxida&ni Gi¢innost byla nalezena pfi koncentraci 1 x 10 mol/l a nejnizsi
pii koncentraci 6,25 x 10” mol/l.
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4.2.2 Podminky méreni ¢. 2

V Tabulce ¢. 12 a v Obr. ¢. 13 jsou uvedeny vysky signalt, v Tabulce ¢. 13 a
v Obrazku €. 14 jsou plochy signala.

Tabulka ¢. 12 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni
¢. 2 znazornénd pomoci vysek signali

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD | RSD (%) | CLg-CLk
referenéni 0 3,66 0,04 1,13 0
7 1,56 x 10 3,28 0,08 2.41 0,38
8 3,13x 10 2.93 0,03 1,02 0,73
9 6,25 x 10°% 2,34 0,05 2,04 1,32
10 1,25 x 10 1,57 0,06 3,55 2,09
11 2,50 x 10 1,12 0,02 1,52 2,54
12 5,00 x 10 0,71 0,02 2,25 2,95
13 1,00 x 10 0,32 0,02 7,44 3,35
. 4,00
3
_['.“ 3,50 *
“ 3,00 ¢
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1,00
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0,00 ‘ T T T T T 1
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Obr. ¢. 13 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni ¢. 2
znazornéna pomoci vysek signala
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Tabulka ¢. 13 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni
¢. 2 znazornénd pomoci ploch signalt

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD RSD (%) Ag — Ak
referenéni 0 65,07 1,58 2,42 0
7 1,56 x 10 51,84 1,09 2,10 13,24
8 3,13x 10% 45,75 0,56 1,23 19,32
9 6,25 x 10°% 36,46 0,46 1,26 28,61
10 1,25 x 10 25,55 0,94 3,70 39,53
11 2,50 x 10 16,93 0,77 4,53 48,15
12 5,00 x 10 11,42 1,01 8,81 53,66
- 60
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Obr. ¢. 14 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni ¢. 2
znazornéna pomoci ploch signali

Za podminek méfeni €. 2 pfi hodnoceni vysSek signald byla antioxidacni aktivita
nejvyssi pii koncentraci 1 X 10° moll/l, nejnizsi pii koncentraci 1,56 x 10° molll,
antioxidacni Gi¢innost byla nalezena v rozsahu 1,40% az 90%. Pti hodnoceni ploch pod
pikem byl rozsah antioxidacni aktivity 2,81% az 90%, kdy 90% ucinnost byla nalezena

cv w7

byla 1,56 x 10° mol/l.
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4.2.3 Podminky méreni €. 3

V Tabulce ¢. 14 a v Obr. €. 15 jsou uvedeny vysky signalti, v Tabulce ¢. 15 a
v Obr. €. 16 plochy signali.

Tabulka ¢. 14 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méteni
¢. 3 znazornénd pomoci vysek signali

vzorku (moll/l) SD RSD (%)
referenéni 0 1,05 0,03 2,72 0
7 1,56 x 10°® 1,04 0,04 3,94 0,01
8 3,13x10% 0,93 0,03 3,64 0,12
9 6,25 x 10 0,82 0,02 2,36 0,23
10 1,25 x 10 0,69 0,01 0,83 0,36
11 2,50 x 10 0,58 0,04 7,24 0,47
12 5,00 x 10°% 0,41 0,00 1,10 0,64
13 1,00 x 10 0,23 0,05 20,20 0,82
_ 0,90
c," 0,80 ®
g 0,70
0,60 ¢
0,50 *
0,40 *
0,30
0,20 L 4
0,10 | ®
0,00 ¢* | . . . . |
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 15 - Antioxidaé¢ni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni ¢. 3
znazornéna pomoci vysek signali
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Tabulka ¢. 15 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni
¢. 3 znazornénd pomoci ploch signalt

¢islo koncentrace RSD
vzroku (moll/l) SD (%)
referenéni 0 23,60 0,31 1,31 0
7 1,56 x 10% 17,70 0,68 3,82 5,89
8 3,13x 10 14,48 0,35 2.43 9,12
9 6,25 x 10°% 13,17 204 | 1552 10,43
10 1,25 x 10 9,84 1,13 | 11,54 13,76
11 2,50 x 10 8,07 0,64 7,98 15,52
12 5,00 x 107 5,69 0,53 9,36 17,91
= 20,00
<T
éo 18,00 PY
16,00 F~
14,00 &
12,00
10,00 L
L 4
8,00
6,00 @
4,00
2,00
0,00 & r T T T T ]
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 16 - Antioxidac¢ni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni ¢. 3
znazornéna pomoci ploch signali

Pii méfeni vySek signdli byla antioxidacni aktivita nejvysSi pii koncentraci
byla tedy nalezena v rozsahu 2,82% az 90%. Pii hodnoceni ploch pod pikem byl
procentudlni rozsah aktivity 2,81% az 90%, kdy 90% ucinnost vykazovala koncentrace
5 x 10" mol/I a nejniz§i Gi¢innost byla hodnocena pro koncentraci 1,56 x 10”° mol/l.
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4.2.4 Podminky méreni ¢. 4
Tak jako u piedchazejicich vzorkd ani tento vzorek kyseliny p-kumarové nebyl
meéfitelny za podminek méfeni €. 4 a to ani po upraveé pracovniho napéti.
4.2.5 Podminky méreni ¢. 5

V Tabulce €. 16 a v Obrazku €. 17 jsou uvedeny vysky signalt, v Tabulce €. 17 a
v Obrazku ¢. 18 jsou plochy signald.

Tabulka ¢. 16 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méteni
¢. 5 znazornéna pomoci vysek signali

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD RSD (%) CLg—CLk
referenéni 0 4,54 0,12 2,74 0
9 6,25 x 10 3,70 0,35 9,44 0,83
10 1,25 x 10°% 2,70 0,47 17,57 1,84
11 2,50 x 10 1,37 0,12 8,45 3,17
12 5,00 x 10 1,20 0,01 0,91 3,34
« 4,00
o
|
5 3,50
“ L
L
3,00
2,50
2,00
L
1,50
1,00
L
0,50
0,00 L 4 T T T T T 1
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0006 0,0005 0,0006
koncetrace {mol/l)

Obr. ¢. 17 - Antioxidaéni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni €. 5
znazornéna pomoci vysek signali
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Tabulka ¢. 17 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni
¢. 5 znazornénd pomoci ploch signalt

¢islo koncentrace RSD
vzorku (moll/l) SD (%) Ag — Ak
referenéni 0 137,02 1,58 1,15 0
9 6,25 x 10°% 78,26 6,69 8,55 58,76
10 1,25 x 10 37,00 890 | 24,06 100,03
11 2,50 x 10 14,18 433 | 30,54 122,85
12 5,00 x 10 14,43 838 | 58,06 122,59
140,00
<
< 120,00 L L
100,00 L 2
80,00
60,00 &
40,00
20,00
0,00 0 T T T T T 1
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 18 - Antioxidacni aktivita kyseliny p-kumarové za podminek méfeni ¢. 5
znazornéna pomoci ploch signali

Pfi méfeni za podminek €. 5 pfi hodnoceni vySek signdlti byla antioxida¢ni
Géinnost nejvyssi pfi koncentraci 5 x 10™ mol/l, nejniz$i pfi 6,25 x 10 mol/l,
antioxidacni u¢innost byla hodnocena v rozsahu 11,25% az 90%. Pii hodnoceni ploch
byla pii koncentraci 6,25 x 10” mol/l. Koncentraéni rozsah antioxida¢ni uginnosti byl
11,25% az 100%, tak jako tomu bylo u hodnoceni vysek signala.

V nékterych piipadech nebyly méfitelné hodnoty signall a to vétSinou u vyssich
koncentraci kalibracni fady, kde splyval Sum a naméfené piky (antioxidacni aktivita
byla piili§ vysokd). Tyto hodnoty nejsou proto zde pouzity v tabulkach a grafech.
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Vsechny vyse uvedené podminky méfeni €. 1, €. 2, €. 3 a €. 5 Ize v praxi vyuZzit vyjma
podminek méfeni ¢. 4 (luminol v NaHCOj3 bez tipravy pH).

Za podminek méfeni €. 1 pfi hodnoceni vysSek signala byla antioxidacni aktivita
kyseliny p-kumarové detekovatelna v rozsahu koncentrace 5 x 10™ mol/l az 6,25 x 107
mol/l . P¥i pozorovéni ploch pod pikem: 1 x 10 mol/l az 6,25 x 10 mol/I

Za podminek €. 2 pti hodnoceni vysek signalii byla antioxida¢ni aktivita nejvyssi

pii koncentraci 1 x 10 mol/l, nejniz3i p¥i koncentraci 1,56 x 10™ mol/l. Pi hodnoceni
ploch pod pikem: 5 x 10 mol/l az 1,56 x 10™ mol/l.

Pfi méteni za podminek €. 3 u vySek signalt byla antioxidacni aktivita nejvyssi

cvwr

pii koncentraci 1 x 10 mol/l, nejnizsi naopak pii 3,13 x 10” mol/l. V piipadé ploch pod
pikem: 5 x 10™* mol/l az 1,56 x 10™ mol/I.

Hodnoceni vySek signald za podminek ¢. 5 - antioxidaéni G¢innost byla nejvyssi
pii koncentraci 5 x 10 mol/l a nejnizsi pfi 6,25 x 10° mol/l. Hodnoceni ploch pod
pikem: 5 x 10™* mol/I az 6,25 x 10™ mol/I.

Nejdetailnéjsi popis pribéhu nariistu antioxidacni aktivity kyseliny p-kumarové
poskytuji podminky méfeni ¢. 1 a €. 2. Tyto podminky poskytuji a popisuji nejvyssi
rozsah koncentrace antioxidantu z péti vyse uvedenych podminek méfeni. Rozsah
koncentraci za podminek €. 1 a €. 2 je obdobny.

4.3 Trolox

Systematicky nazev: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-karboxylova kyselina®

CHsj
HO O

OH

CHs

Obrazek ¢&. 19 — struktura troloxu?®

45



4.3.1 Podminky méreni ¢. 1

V Tabulce ¢. 18 a v Obr. ¢. 20 jsou uvedeny vysky signalt, v Tabulce ¢. 19 a
v Obrazku €. 21 jsou plochy signala.

Tabulka ¢. 18 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek meéfeni ¢. 1
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/I) SD | RSD (%) | ClLg—CLy
referenéni 0 3,54 0,25 6,99 0
4 1,95 x 10 3,53 0,27 7,71 0,01
5 391 x 10 2.94 0,08 2.72 0,60
6 7.81x 10 3,02 0,21 6,96 0,52
7 1,66 x 10% 255 0,30 11,94 0,99
8 3,13x 10 2,88 0,32 10,97 0,66
9 6,25 x 10 1,74 0,14 7,98 1,80
10 1,25 x 10 1,04 0,06 5,54 2,50
11 2,50 x 10 0,35 0,04 11,66 3,19
_ 3,00
o
I:n
Y 250 <
2,00
L 4
1,50
1,00 Cr
L 4
0,50 —10
0,00 oF . . . . . . |
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014
koncentrace {mol/l)

Obr. €. 20 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 1 zndzornéna
pomoci vysek signalil.
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Tabulka ¢. 19 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 1
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (moll/l) SD RSD (%) Ag — Ar
referenéni 0 71,39 6,46 9,06 0
3 9,77 x 10 75,28 7,54 10,01 -3,90
4 1,95 x 10 70,49 0,79 1,12 0,90
5 3,91 x 10 64,85 2,74 4,22 6,53
6 7,81 x 10 50,2 5,04 10,03 21,19
7 1,56 x 10 41,89 251 5,98 29,50
8 3,13x 10 28,26 2,13 7,52 43,13
9 6,25 x 10 18,83 0,64 3,39 52,56
60,00
£
. 50,00 *
<
*
40,00
30,00 &
20,00 L2
10,00
<
0 00 T T T T T T 1
0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
-10,00
koncentrace {mol/l)

Obr. €. 21 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 1 zndzornéna
pomoci ploch signalt

Pfi hodnoceni vysek signalt troloxu za podminek ¢. 1 byla antioxida¢ni aktivita
nejvyssi pii koncentraci 2,5 x 10 mol/l, tato koncentrace jiz tedy vykazovala 90%
3,91 x 10 mol/l, antioxida¢ni uc¢innost troloxu se pohybovala v rozsahu 1,41% az
90%. Pii hodnoceni ploch pod pikem byl rozsah 2,81% az 90%, 90% ucinnost byla
nalezena pii koncentraci 6,25 x 10®° mol/l a pii Gdinnosti 2,81% byla koncentrace
1,95 x 10° mol/l.
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4.3.2 Podminky méreni ¢. 2

V Tabulce ¢. 20 a v Obr. ¢. 22 jsou uvedeny vysky signalt, v Tabulce ¢. 21 a
v Obrazku €. 23 jsou plochy signala.

Tabulka ¢. 20 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 2
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD | RSD (%) | ClLg—CLy
referen¢ni 0 3,74 0,19 4,96 0
5 3,91 x 10 3,50 0,08 2.38 0,24
6 7.81x 10 3,29 0,13 3,88 0,45
7 1,66 x 10% 2.85 0,19 6,57 0,90
8 3,13x 10 2.15 0,07 321 1,59
9 6,25 x 10 1,28 0,05 3,68 2,46
10 1,25 x 10 0,58 0,07 | 11,52 3,17
11 2,50 x 10 0,22 0,02 | 10,88 3,53
_ 4,00
d
I‘n 3,50 ¢
“ 3,00 *
2,50 &
2,00
1,50 L
1,00 r
0,50 ¢
0,00 T T T T T 1
0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003
koncentrace {mol/I)

Obr. €. 22 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni €. 2 zndzornéna
pomoci vysek signalii
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Tabulka ¢. 21 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 2
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD RSD (%) Ag — Ar
referen¢ni 0 68,99 2,36 3,43 0
5 3,91 x 10 61,43 1,45 2.36 7.56
6 7.81x 10 55,98 1,70 3,03 13,00
7 1,56 x 10 47,30 4,04 8,55 21,69
8 3,13x 10 34,42 0,99 2.87 34,57
9 6,25 x 10°% 19,65 1,16 5,93 49,33
10 1,25 x 10 2,97 0,71 24,01 66,02
~ 70,00
< o
< 60,00
50,00 &
40,00
*
30,00
20,00 L
10,00 ¢
e
0,00 0 T T T T T T 1
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 23 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek méfeni €. 2 zndzornéna
pomoci ploch signali.

Za podminek méfeni €. 2 pii pozorovani vysek signald troloxu byla antioxidac¢ni
3,91 x 10°® mol/l, antioxida¢ni ucinnost byla nalezena v rozsahu 1,41% az 90%. Pti

hodnoceni ploch pod pikem koncentraéni rozsah byl v rozmezi od 3,91 x 10° mol/l do
1,25 x 10°%, procentudlni rozsah antioxida¢ni aktivity tedy byl 2,82% az 90%.
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4.3.3 Podminky méreni €. 3

V Tabulce ¢. 22 a v Obr. €. 24 jsou uvedeny vysky signalti, v Tabulce ¢. 23 a
Vv Obr. €. 25 plochy signali.

Tabulka ¢. 22 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek métfeni ¢. 3
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD | RSD (%)
referenéni 0 0,74 0,04 5,93 0
5 3,91 x 10 0,63 0,07 | 10,68 0,11
6 7.81x 10 0,56 0,02 412 0,18
7 1,56 x 10 0,48 0,02 4,65 0,26
8 3,13x 10 0,39 0,03 7,05 0,35
9 6,25 x 10°% 0,27 0,02 8,84 0,48
. 0,60
o
I:n
O 0,50
*
0,40
*
0,30
*
0,20
*
0,10 ®
0,00 ‘ T T T T T T 1
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
koncentrace {mol/l)

Obr. €. 24 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 3 zndzornéna
pomoci vysek signali.
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Tabulka ¢. 23 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni €. 3
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD | RSD (%) Ag — A7
referen¢ni 0 12,05 0,40 3,32 0
5 3,91 x 10 11,31 0,38 3,40 0,74
6 7.81x 10 8,88 0,79 8,93 3,17
7 1,56 x 10 7,76 0,50 6,42 4,29
8 3,13x 10 5,31 069 | 1293 6,74
. 0,60
o
I:n
S 0,50
*
0,40
IS
0,30
*
0,20
*
0,10 ®
0,00 ‘ T T T T T T 1
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
koncentrace {mol/l)

Obr. €. 25 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni €. 3 zndzornéna
pomoci ploch signali.

Pii méteni vySek signald troloxu za téchto podminek byla antioxidaéni aktivita

vvvvvvvvvv

3,91 x 10° mol/l, antioxida¢ni aktivita byla v procentualnim rozsahu 5,63% az 90%.
V pripad¢ ploch pod pikem byl rozsah 11,24% az 90%, kdy 90% aktivita antioxidantu

v

koncentraci 3,91 x 10°° mol/I.
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4.3.4 Podminky méreni ¢. 4

Tak jako u predchazejicich vzorki ani tento vzorek troloxu nebyl méftitelny za
podminek méfeni €. 4 a to ani po Gpraveé pracovniho napéti.

4.3.5 Podminky méfeni ¢. 5

V Tabulce €. 24 a v Obrazku €. 26 jsou uvedeny vysky signalti, v Tabulce ¢. 25
jsou plochy signali.

Tabulka ¢. 24 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek meéfeni ¢. 5
znazornéna pomoci vysek signala

¢islo koncentrace
vzorku (mol/l) SD RSD (%) CLg-CLy
referenéni 0 3,42 0,58 16,94 0
4 1,95 x 10 3,13 0,16 5,01 0,29
5 3,91x10% 2,45 0,07 2,98 0,96
6 7,81 x 10 1,95 0,16 8,17 1,46
7 1,56 x 10% 1,00 0,00 0,00 242
. 3,00
d
I:n
v 2,50 *
2,00
1,50 &
1,00 &
0,50
*
0,00 & T T T ]
0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002
koncentrace {mol/l)

Obr. €. 26 - Antioxidacni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 5 znazornéna
pomoci vysek signal
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Tabulka ¢. 25 - Antioxida¢ni aktivita troloxu za podminek méfeni ¢. 5
znazornéna pomoci ploch signali

¢islo koncentrace
vzorku (moll/l) SD RSD (%) Ag — Ar
referenéni 0 73,96 7,31 9,89 0
3 9,77 x 10 194,32 13,26 6,82 -120,36
4 1,95 x 10 154,67 12,30 7,96 -80,71
5 3,91 x 10 95,45 9,88 10,35 -21,49

Rozsah antioxida¢ni G¢innosti za podminek méfeni €. 5 pii hodnoceni vySek
signali byl 22,59% az 90%, kdy nejni§i uginnost byla pfi koncentraci 1,96 x 10 mol/I

vvvvvv

U posledniho méfeni ploch pod pikem nebyly vysledky hodnotitelné, rozdily
pramért ploch byly klesajici, na rozdil od pfedchazejicich hodnot — tam byly hodnoty
vzdy stoupajici. Dlvodem vzniku této situace byly nejspiSe nestandardni podminky
méfeni — vliv svétla apod., nebo doslo k chybnému odeéteni signald. Namétené
hodnoty tedy byly zaporné, nebyly proto zaneseny do grafu.

Pti hodnoceni vysek signali troloxu za podminek €. 1 byla antioxida¢ni aktivita
nejvyssi pfi koncentraci 2,5 x 10 mol/l a nejnizsi pfi 3,91 x 10° mol/l. Hodnoceni
ploch pod pikem: rozsah koncentrace 6,25 x 10 mol/l. az 1,95 x 10 mol/l.

Za podminek ¢. 2 pii hodnoceni vysek signald troloxu byl rozsah koncentrace
2,5 x 10™* mol/l az 3,91 x 10° mol/l. V ptipadé ploch pod pikem: 1,25 x 10™ mol/l az
3,91 x 10 mol/l.

Za podminek ¢. 3 byla antioxidacni aktivita nejvyssi jiz pii koncentraci
6,25 x 10 mol/l, nejnizsi pii koncentraci 3,91 x 10® mol/l. V piipadé ploch pod pikem:
3,13 x 10° mol/l az 3,91 x 10 mol/l.

Podminky ¢. 4 nebyly pouzitelné v hodnoceni antioxidacni aktivity troloxu, jako
tomu bylo u vzorki resveratrolu a kyseliny p-kumarové.

Podminky ¢. 5 - pfi hodnoceni vySek byla nejniz§i Gc¢innost pii koncentraci

vvvvv

Nejvyssi koncentracni rozsah pro hodnoceni nartstu antioxidacni aktivity byl
Vv piipadé¢ meéfeni za podminek méfeni €. 2, toto méfeni poskytlo nejpodrobnéji nardst
antioxidacni aktivity troloxu.
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5. SOUHRN

V této diplomové praci byly vyhledany optimalni podminky pro stanoveni
antioxida¢ni aktivity vybranych analyti (resveratrol, kyselina p-kumarova a trolox
hodnoceny jako standard pro antioxidac¢ni aktivitu) v SIA s chemiluminiscen¢ni detekci
zalozenou na nepfimém luminolovém  systému. Vystupem méieni byl
chemiluminiscenéni signal, jehoz vySka a plocha pod pikem (resp. jejich pokles)
zavisely na koncentraci antioxidantu. Cim byla vyssi koncentrace antioxidantu, tim byla
vy$$i antioxidacni aktivita a tim byla niz8i sledovana chemiluminiscence.

Chemiluminiscencni ~ Cinidlem zde byl luminol, ktery vykazoval
chemiluminiscen¢ni zafeni nasledné¢ po oxidaci peroxidem vodiku v pfitomnosti
katalyzatord. Katalyzatorem byl hexakyanozelezitan draselny popf.
hexakyanozeleznatan draselny.

Postupné byly upravovany podminky méfeni a koncentrace Cinidel. Podminky
méfeni & 1 byly tyto - roztok peroxid vodiku o koncentraci 10° mol/l, roztok
hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 107 mol/l, roztok luminolu o koncentraci
10 mol/l v roztoku hydroxidu sodného. Podminky ¢&. 2 se ligily v koncentraci peroxidu
vodiku, ta bylal0™ mol/l. Podminky méFeni &. 3 se lisily tim, Ze prostfedim pro luminol
byl roztok hydrogenuhli&itanu sodného o koncentraci 10 mol/l s Gpravou pH na 10
pomoci roztoku hydroxidu sodného. Za podminek €. 4 byl pouzit roztok luminolu
Vv roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného o koncentraci 10 mol/l bez upravy pH. A pro
podminky €. 5 byl pouzit jiny katalyzator - hexakyanoZeleznatan draselny o koncentraci
10° mol/.

Byly testovany tfi latky vykazujici antioxida¢ni aktivitu a to: resveratrol,
kyselina p- kumarova a trolox.

Nasledujici grafy a tabulky shrnuji antioxida¢ni aktivitu vSech sledovanych
antioxidantu - resveratrol, kyselina p-kumarova a trolox. Pro souhrnné grafy a tabulky
byly vybrany jako nejvhodnéjsi podminky méteni €. 2 a jednalo se o porovnani vySek
signala respektive o rozdily pramért (v procentech) ziskanych chemiluminiscenénich
signalli pfi pozorovani vysSek signalli a to v zavislosti na koncentraci pouZitého
antioxidantu. Silu antioxidant porovnava Tabulka ¢. 28.
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Tabulka ¢. 26 — Souhrn porovnani vysSek signalti v zavislosti na koncentraci
pouzitého antioxidantu; rozdil praméra vysek (CLg-CLy) v procentech

koncentrace rozdil CLg-CLy vyjadieny v procentech
(mol/l)
trolox

0 0 0 0
4,88 x 107 21,63 0 0
9,77 x 10 20,74 0 0
1,95 x 10 35,07 0 0
3,91 x 10 42,80 0 6,20
7.81x 10 53,08 0 11,42
1,56 x 10% 62,36 10,24 22.81
3,13x 10® 65,78 19,75 40,50
6,25 x 10 71,00 35,50 62,58
1,25 x 10 72,92 56,24 80,52
2,50 x 10 82,88 68,24 90,00
5,00 x 10 90,00 79,36
1,00 x 10 90,00
d” 100
P 90 & o
E 80 * |
< 70 & @ O
g 60 ” =
- 50 » 4 Resveratrol
a0 % M P-kumarova
|
30 Trolox
20 +-
10 3
0 ! T T T T T 1
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012
koncentrace (mol/l)

Obr. ¢. 27 - Antioxida¢ni aktivita resveratrolu, kyseliny p-kumarové a troloxu za
podminek méfeni €. 2 znazornénd pomoci vySek signalll; na ose Y je uveden rozdil
CLg-CLy vyjadieny v procentech
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Tabulka ¢. 27 — Souhrn porovnavajici plochy signali v zavislosti na koncentraci
pouzitého antioxidantu; rozdil primérd ploch pod pikem (Ag-Ay), uvedenych
v procentech

koncentrace rozdil Ag-Ay vyjadieny v procentech
(mol/l)
trolox

0 0 0 0
4,88 x 107 19,72 0 0
9,77 x 107 9,02 0 0
1,95 x 10 24,55 0 0
3,91 x 10 30,55 0 10,30
7.81x 10 35,93 0 17,73
1,56 x 10 45,82 22.20 29,57
3,13x 10% 48,97 32,41 47,12
6,25 x 10°% 61,23 47,99 67,25
1,25 x 10 78,34 66,30 90,00
2,50 x 10 90,00 80,75
5,00 x 10 90,00
& 100
90 > O
% 80 & |
= 70
g o
§ 60 ? 3
3 50 -Tﬁ—- # Resveratrol
40 * M P-kumarova
30 ¥ - Trolox
20
10 f.
0 ‘I{ T T T T T 1
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
koncentrace {mol/l)

Obr. ¢. 28 - Antioxidacni aktivita resveratrolu, kyseliny p-kumarové a troloxu za
podminek méfeni €. 2 zndzornénd pomoci ploch pod pikem, respektive na ose Y je
uveden rozdil Ag-Ay vyjadieny v procentech
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Pro porovnani antioxida¢ni aktivity se Casto pouziva srovnani koncentraci
testovanych latek, které zplisobi 50% antioxidacni aktivitu, v tomto pifipadé zhasi CL
signal z 50%. Pro toto hodnoceni nejsou pouzity presné 50% ucinnosti a to z toho
davodu, Ze ptesna 50% ucinnost nejde vypocitat ptimou umérou z namétenych hodnot.
Jsou tedy pouzity ty hodnoty, které jsou naméiené béhem experimentti a blizi se svoji
hodnotou 50%.

ZhaSeni 50% chemiluminiscen¢niho signalu za podminek méfeni ¢. 2
(koncentrace H,0; byla 10 mol/l) probéhlo v téchto nasledujicich koncentracich:

Tabulka ¢. 28 — Srovnani koncentraci testovanych latek s 50% antioxidacni
aktivitou

antioxidant koncentrace pii méteni vysek | koncentrace pii méteni ploch
Kys. p-kumarova 1,25 x 10 mol/I 6,25 x 10" mol/l
Resveratrol 7,81 x 10% mol/l 3,13 x 10%®mol/l
Trolox 6,25 x 10 mol/l 3,13 x 10 mol/I

Rozdily v koncentracich v ptipadé¢ hodnoceni zhaseni CL signalu pomoci vySek
a pfi méfeni ploch se od sebe liSily jednim fadem, nicméné potadi latek pii porovnani
jejich antioxidacni aktivity zistdva podobné. Pfi hodnoceni vysky CL signalu se jako
nasleduje trolox a jako nejslabsi antioxidant byla vyhodnocena kyselina kumarova. Pii
hodnoceni plochy CL signalu jsou resveratrol s troloxem stejné¢ ucinné, kyselina
kumarova je opét mirn¢ slabsim antioxidantem.
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6. ZAVER

Cilem teoretické casti byl popis funkce antioxidantd, popis metody SIA a
piredevsim zhodnoceni dalSich existujicich metod pro stanoveni antioxidacni aktivity.
Zdrojem informaci byly odborné publikace jak v Ceském jazyce, tak literatura
zahrani¢ni.

Pro hodnoceni sily antioxidacni aktivity pomoci chemiluminiscence je velmi
vyhodné pouziti systému SIA. SIA metoda je jednoducha na programovani kroku
méieni, s jednoduchou obsluhou, vyzaduje k méfeni jen velmi malé objemy cinidel a
pfedevsim je urena pro méteni velkého poctu vzorki v kratké dobé.

Pro experimentalni ¢ast byly uréeny modelové podminky méfeni a to: zdsobni
roztok peroxid vodiku o koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok hexakyanoZelezitanu
draselného o koncentraci 10 mol/l, zasobni roztok luminolu o koncentraci 10 mol/l v
roztoku hydroxidu sodného. Byly vyhleddny nejvhodnéj$i podminky pro hodnoceni
antioxidacni aktivity - podminky ¢. 2, kde oproti podminkam ¢&. 1 byla koncentrace
peroxidu vodiku nastavena na 10 mol/I. Byla porovnévana sila pouzitych antioxidantt,
kdy nejsiln€jsim antioxidantem byl resveratrol, druhym v pofadi byl trolox a nejslabsim
antioxidantem byla kyselina p-kumarova. Kyselina p-kumarova vykazovala 50%
antioxida¢ni aktivitu p¥i koncentraci 1,25 x 10™ mol/l (6,25 x 10™ mol/l). Koncentrace
resveratrolu pouzita ke zhaseni 50% chemiluminiscenéniho signalu byla 7,81 x 107
mol/l (3,13 x 10° mol/l) a u troloxu postacovala koncentrace 6,25 X 10° mol/l (3,13 x
10™ mol/l), jsou uvedeny hodnoty ziskané pii odecitdni vySky piku, v zavorce jsou
hodnoty ziskané pti odecitani ploch.
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