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ABSTRACT

This work deals with the comparing antioxidant akyistandards gallic acid, ferulic acid, giertitr

and rutine with oxidative status model cell lindfie assay was carried out by methods DPPH
ABTS DMPD' FRAP and free radicals. Antioxidant activity was detgred individual standards in
relation to time, concentration and temperaturepgared the characteristics of each set of radicals
and their antioxidant capacity. We decided to imhice fully automated assay of antioxidants using
not only automated sample measurement but alsegsog of samples and application of reagents.
Automated pipetting system epMotion 5075 and thraated spectrophotometer BS 400 were
chosen for the assay purposes. All of the testettiade were found suitable for implementation in
the automated assay. Owing to the capacity of tethad, approximately 240 samples per hour (one
sample per 15 seconds) can be assayed using treaatl protocol.
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UvoD

UdrZzovani vnitnich podminek v organismu je pradym Ukolem biochemickych prodes
Fyziologickou funkci antioxidaftje rovnovaha mezi vyrobou reaktivniho kysliku asitu. Kdyz
jsou antioxidanty v nedostatku, dochazi k ogideu stresu. Mnohé patologické procesy jsou
dusledkem produkce reaktivnich kyslikovych a dusilobvyradikal, nag. Alzheimerovy a
Parkinsonovy choroby, nebo s&a8tni patologickych procéskde méa oxidéni stres kifovou ulohu.
Podéavani antioxidafitje povazovano za #pob jak zabranit patologickymisledkim oxidaniho
stresu. Zejména rostlinné extrakty jsou vhodné adsa dostupné produkty pro prevenci
patologickych jeu (Bouayed, a kol., 2011, Esmaeili a Sonboli, 20ddViarasan, a kol., 2007, Kuo,
a kol., 2009, Re, a kol., 1999, Reckziegel, a K011, Uysal, a kol., 1989). Vyzkum antioxitia
aktivity neni stale standardizovany a vysledkyadhou byt ovlivieny v disledku metodické chyby
nebo i lidskym faktorem (Mariod, a kol., 2010, Miill a kol., 2011, Parejo, a kol., 2000, Stiborava,
kol., 2011). Implementace standardnich protolohutomatizovanym postupem stanoveni je vhodna
nejen pro zjednodu$eni a Usporu nakjaale je roviZz nezbytna pro snizeni testu nejistoty. Tento
experiment je zatfen na pl& automatizovany postup, vhodny pro rychlé a spaléhstanoveni
nizkomolekuléarnich antioxidaintv biologickych vzorcich. Vyuziva pfnautomatizované manipulace

se vzorky &inidly za (telem ziskani vysledks eliminaci lidskych chyb a s Usporou naklad

MATERIAL A METODIKA
Chemikalie

Deionizovana voda, rutin, kvercetin, kyselina feudl a gallova, 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
(DPPH), dimethylsulfoxid (DMSO), 2,2 ‘'-azino-bis -€thylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina
(ABTS), peroxodisiran draselny, 2,4,6-tripyridytrazin (TPTZ), kyselina chlorovodikova,
hexahydrat chloridu Zelezitého, trihydrat octanudrgtho, N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen (
DMPD), kyselina octova. Chemikalie byly zakoupery fomy Sigma Aldrich (St. Louis, USA).
Reakni pufr, koncentrat, chlorofylin a jeho katalyzébyly zakoupeny od SEDIUM R & D(eska

republika).

Standardy

Byly pouzity standardy rutinu, kvercetinu, kyselifgyulové a gallové v koncentracich 1, 2, 3, 4,5,

7, 8,9, 10, 12,5, 15, 17,5, 20, 25, 30, 40, 50760,80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350
400, 450, 500, 750 a 1000 mg/ml. Standardni kafitireoztoky byly vytvéeny automatizovanym
fed®nim roztoki 1000, 100 a 10 mg /ml pomoci deionizované vody.
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Stanoveni antioxida@ni aktivity metodou DPPH

Principem DPPH testu je schopnost stabilniho vainéhdikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
reagovat s donory vodiku. DPPHe vykazuje silnbsaapci v UV-VIS spektru. iPtomto testu se po
redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (Re) mdzbdbarvi dle nasledujici reakce: DPPHs + AH
— DPPH H + Ae, DPPHe+ + Re> DPPH-R.

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 pl reageriRL (0,095 mM 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl-
DPPHe), néasledh bylo pridano 15 pl nmifeného vzorku. DPPHe test je zalozen na schopnosti
stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhgaylu reagovat s donory vodiku. DPPHs vykazuje
silnou absorpci v UV-VIS spektru. Absorbance byk&ena 12 minut f A = 505 nm.

Stanoveni antioxid&ni aktivity metodou ABTS

ABTS metoda je jednim z nejvice pouzivanychitesa stanoveni koncentrace volnych radikal
Princip stanoveni je zaloZzen na neutralizaci rdk#t&ontu vzniklého jedno elektronovou oxidaci
syntetického chromoforu ABTSe (2,2'-azinobis(3-dbdgnzothiazolin-6-sulfonatu) na radikal ABTSe
— e- ABTSe+. Tato reakce je monitorovana spektmfattricky, néti se znéna absorbance.

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 pl reagen8il (7 mM ABTSe (2,2"-azinobis 3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina a 4,95 mbfoxodisiran draselny), naslédoylo pridano
3 plvzorku. Absorbance bylagiena i A = 660 nm po dobu 12 minut.

Stanoveni antioxidani aktivity metodou FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)zgoZena na redukci Zelezitych komgilex
TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) s chloridem Zelgan (FeCk), které jsou tér¥ bezbarvé (pap
slal® nahrédlé) a po redukci tid mode zbarveny zeleznaty komplex. Metoda ma své limity
spaivajici v tom, Ze réfeni probiha p nefyziologicky nizké hodnétpH (3.6) a nejsou zachyceny s
komplexem pomalu reaguijici polyfenolické latky st

Piiprava reagencie: 1. 10 mM roztok TPTZ, doplnitrgsku 40 mM kyselinou chlorovodikovou
(HCI); 2. roztok 20 mM FeGl; 3. acetatovy pufr 20 mM, pH 3,6; tytéi toztoky se smichaji v
poméru TPTZ: Fe(d: acetatovy pufr — 1:1:10. Reagence je pouziteldért i uskladréni v temném
prostedi a teplat 4 °C. Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 gagencie a nasledrbylo
pridano 3 pl vzorku. Absorbance bylaifena 12 minut{ A = 605 nm..

Stanoveni antioxida@ni aktivity metodou DMPD

Slowenina DMPD (N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen) jeispbenim Zelezité soli v roztoku
pfevedena na relatiénstabilni a barevnou radikalovou formu DMPDe+. Sleniny s antioxidéni
aktivitou jsou schopny DMPDe+ radikaly zhaSet a tflochazi k odbarveni roztoku a poklesu
absorbance.
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Do plastovych kyvet bylo pipetovano 160 pl reageriRl (200 mM N, N-dimethyl-p-fenylendiamin-
DMPD, 0,05 M FeGJ, 0,1 M acetatovy pufr pH 5,25), naslédmylo pidano 4 pl nsteného vzorku.
Absorbance byla titena 12 minutf A = 505 nm.

Stanoveni antioxidani aktivity metodou Free radicals

U této metody je vyuzivano schopnosti chlorofyliteodno-nédnata &l chlorofylu) prijimat a
odevzdavat elektrony za s@sné stabilni zsmy absorpniho maxima. Tento &l je podmirn
alkalickym prostedim a pidavkem katalyzatoru. Do plastovych kyvet bylo pgwéano 150 pl
reagencie R1 (0,1 M HCI, extrakt chlorofylinu, réakpufr, katalyzator) a nasleédibylo pridano 6 pl
vzorku. Absorbance byladtena 12 minutf A = 450 nm

VYSLEDKY A DISKUSE

Pro testovaci &ely bylo pouzito pt metod popsanych v experimentaliéisti. Byl vybran rutin,
kvercetin, kyselina ferulova a gallova pro autommtané stanoveni antioxidtd aktivity. Nejprve
byla testovana kyselina ferulova (obr. 2). Zaviskissorbance na koncentraci kyseliny ferulové byla
métena pomoci metod DPPH, ABTS, FRAP, DMPD a FR (8bk, B, C, D a E). Kyselina ferulova
je zndzorgna na obr. 2 F. Stejné vysledky byly ziskany prer&etin (obr. 3), rutin (obr. 4) a
kyselinu gallovou (obr. 5). Kalibtai kiivky jednotlivych metod jsou uvedeny na obr. 2 aBgly
nalezeny koeficienty stanoveni v rozmezi 0,9920,8292 pro metodu DPPH, 0,9915 az 0,9982 pro
metodu ABTS, 0,9973 az 0,9996 pro metodu FRAP,8323& 0,9982 pro metodu DMPD a 0,9991
az 0,9996 pro metodu FR.

Obr.1: Automaticky pipetovaci stroj epMotion 50P8hled z pednicasti.
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Obr. 2: Stanoveni obsahu kyseliny ferulové pomde®B testu (A), ABTS testu (B) FRAP metody
(C), DMPD metody (D), FR metody (E). Posle¢hst obrazku je struktura kyseliny ferulové (F).
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Zavislost absorbance na koncentraci kyseliny fertlbyla zndfena pomoci metod DPPH, ABTS,
FRAP, DMPD a FR. Byly nalezeny koeficienty standver927 pro metodu DPPH, 0,9915 pro
metodu ABTS, 0,9973 pro metodu FRAP, 0,9852 proothet DMPD. Metodou FR se kyselinu
ferulovou zngfit nepoddilo. Nejlepsi zavislost byla ziskana pomoci metB&AP.

Obr. 3: Stanoveni kvercetinu pomoci DPPH testu #BTS testu (B), FRAP metody (C), DMPD
metody (D), FR metody (E). Poslednfdast obrazku je struktura kvercetinu (F).
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Zavislost absorbance na koncentraci kvercetinu byl&ena pomoci metod DPPH, ABTS, FRAP,
DMPD a FR. Byly nalezeny koeficienty stanoveni @®%ro metodu DPPH, 0,9959 pro metodu
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ABTS, 0,9996 pro metodu FRAP, 0,9852 pro metodu DV# pro metodu FR 0,9991. Nejlepsi
zavislost byla ziskana pomoci metody FRAP.

Obr. 4: Obsah rutinu pomoci DPPH testu (A), ABTSu€B), FRAP metody (C), DMPD metody (D),
FR metody (E). Posledaiast obrazku je struktura rutinu (F).
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Zavislost absorbance na koncentraci rutinu byla&iema pomoci metod DPPH, ABTS, FRAP,
DMPD a FR. Byly nalezeny koeficienty stanoveni 8®%ro metodu DPPH, 0,9982 pro metodu
ABTS, 0,9983 pro metodu FRAP a pro metodu FR 0,998todou DMPD se #teni nepodglo.
NejlepSi zavislost byla ziskana pomoci metody FR.

Obr. 5: Stanoveni kyseliny gallové pomoci DPPHutg#), ABTS testu (B), FRAP metody (C),

DMPD metody (D), FR metody (E). Posledast obrazku je struktura kyseliny gallové (F).
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Zavislost absorbance na koncentraci kyseliny géllbyla zn¢tena pomoci metod DPPH, ABTS,
FRAP, DMPD a FR. Byly nalezeny koeficienty standver945 pro metodu DPPH, 0,9970 pro
metodu ABTS, 0,9989 pro metodu FRAP a pro metoduOF¥852. Metodou DMPD se dgieni
nepoddilo. Nejlepsi zavislost byla ziskana pomoci metBRAP.

Automatizace a robotizace preanalytické faregsi pro laboratoradu vyhod. Dochazi ke snizeni
potu chyb, zkracenéasové odezvy, zvySeni produktivity prace a s timiesge finadni Uspde a
omezeni styku personalu s biologickym materialerock®r, a kol., 2010). Technicky rozvoj
zpisobuje tendenci néstu pd@tu analyz a zrychleni analytického procesu. Dikyomatizaci se
snizuje riziko zarny vzorki, cely proces je mnohem rychlejsi, je sniZenaispat reagencii,
persondlni Uspora (Pohanka, a kol., 2012, Sochanl. 22010).

ZAVER

Byly vyvinuty automatizovana metody pro rychlé alsplivé stanoveni antioxidantTyto metody
byly shledany jako vhodné pro stanoveni antioxidaaktivity v biologickych vzorcich. Jako
nejvhodrgjSi pro automatizované stanoveni se jevila metddARE Nejtsi linearni rozsah éa
metoda FRAP a FR, a to az 1 g/l. Linearni rozsatodye DPPH byl 100 mg/ml pro kyselinu
ferulovou a 20 mg/ml pro kyselinu gallovou. U steeni rutinu metodou DMPD a stanoveni
kyseliny ferulové metodou FR nebylo stanovergspé z dvodu jejich nizké afinity k radikém
DMPD a FR.

LITERATURA

Bouayed J., Hoffmann L., Bohn T. (2011): Total phlers, flavonoids, anthocyanins and antioxidant
activity following simulated gastro-intestinal dgi®n and dialysis of apple varieties:
Bioaccessibility and potential uptake. Food Chemjst28(1): 14-21.

Esmaeili M. A., Sonboli A. (2010): Antioxidant, freradical scavenging activities of Salvia
brachyantha and its protective effect against diidacardiac cell injury. Food and Chemical
Toxicology, 48(3): 846-853.

Kaviarasan S., Naik G. H., Gangabhagirathi R., Adba C. V., Priyadarsini K. I. (2007): In vitro
studies on antiradical and antioxidant activitiésfemugreek (Trigonella foenum graecum) seeds.
Food Chemistry, 103(1): 31-37.

Kuo W.-W., Huang C.-Y., Chung J.-G., Yang S.-F.aiTK.-L., Chiu T.-H., Lee S.-D., Ou H.-C.
(2009): Crude extracts of Solanum lyratum protewdothelial cells against oxidized low-density
lipoprotein-induced injury by direct antioxidanttian. Journal of Vascular Surgery, 50(4): 849-860.

Mariod A. A., Ibrahim R. M., Ismail M., Ismail N.2010): Antioxidant activities of phenolic rich
fractions (PRFs) obtained from black mahlab (Mome&hciliatum) and white mahlab (Prunus
mahaleb) seedcakes. Food Chemistry, 118(1): 120-127

1172



MENDELNET 2012

Muller L., Fréhlich K., B6hm V. (2011): Comparatieatioxidant activities of carotenoids measured
by ferric reducing antioxidant power (FRAP), ABT&dching assayoTEAC), DPPH assay and
peroxyl radical scavenging assay. Food Chemisg9(1): 139-148.

Parejo 1., Codina C., Petrakis C., Kefalas P. (20&9aluation of scavenging activity assessed by
Co(I)/EDTA-induced luminol chemiluminescence an®®H- (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free
radical assay. Journal of Pharmacological and Bioggcal Methods, 44(3): 507-512.

Pohanka M., Sochor J., Ruttkay-Nedecky B., Cerngi Adam V., Hubalek J., Stiborova M.,
Eckschlager T., Kizek R. (2012): Automated assaythef potency of natural antioxidants using
pipetting robot and spectrophotometry. Journal pblled Biomedicine, 10(3): 155-167.

Re R., Pellegrini N., Proteggente A., Pannala Aanyy M., Rice-Evans C. (1999): Antioxidant
activity applying an improved ABTS radical catiorodlorization assay. Free Radical Biology and
Medicine, 26(9-10): 1231-1237.

Reckziegel P., Boufleur N., Barcelos R. C. S., Bgmil D. M., Pase C. S., Muller L. G., Teixeira A.
M., Zanella R., Prado A. C. P., Fett R., Block J., Burger M. E. (2011): Oxidative stress and
anxiety-like symptoms related to withdrawal of pessigarette smoke in mice: Beneficial effects of
pecan nut shells extract, a by-product of the ndustry. Ecotoxicology and Environmental Safety,
74(6): 1770-1778.

Sochor J., Ryvolova M., Krystofova O., Salas P.b&lek J., Adam V., Trnkova L., Havel L.,
Beklova M., Zehnalek J., Provaznik I., Kizek R. 120 Fully Automated Spectrometric Protocols for
Determination of Antioxidant Activity: Advantagesié Disadvantages. Molecules, 15(12): 8618-
8640.

Sochor J., Salas P., Zehnalek J., Krska B., AdamHdvel L., Kizek R. (2010): An assay for
spectrometric determination of antioxidant activitfy a biological extract. Listy Cukrovarnicke a
Reparske, 126(11): 416-417.

Stiborova M., Rupertova M., Frei E. (2011): Cytamine P450- and peroxidase-mediated oxidation
of anticancer alkaloid ellipticine dictates its igmimor efficiency. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Proteins and Proteomics, 1814(1): 175-185.

Uysal M., Kutalp G., Ozdemirler G., Aykag G. (198B}hanol-induced changes in lipid peroxidation
and glutathione content in rat brain. Drug and Atdependence, 23(3): 227-230.

1173



