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ABSTRACT

The objective of the experiment was to establisth @ptimize an electrochemical method of low
molecular weight antioxidants™ assay using squareewoltammetry performed on screen printed
sensors with carbon working electrodes. The pigtlerenge of square wave voltammetry was 0 -
1.1 V. The optimal values for the assay, poterstiap 5 mV, amplitude 5 mV, frequency 1 Hz and
volume of sample 2Ql, were found. The linearity and sensitivity of thnethod were verified by
standard antioxidants - ascorbic acid, trolox, Mtgicysteine and melatonin. The suitability for
low molecular weight antioxidants® assay in humarus samples was confirmed by standard
ferric reducing antioxidant power test (FRAP). Lisnof detection were 0.3 mmol/l for ascorbic
acid, 0.04 mmol/l for melatonin, 0.03 mmol/l foolwx, and 0.07 mmol/l for N-acetylcysteine.
There was apparent a strong correlation betweearsquave voltammetry and the FRAP value as
the correlation coefficient was 0.9778.
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uvoD

Cilem prace bylo zavést a optimalizovat jednoducheetodu stanoveni nizkomolekularnich
antioxidant v séru pomoci elektrochemické metody — tzv. SWawnétrie (z angl. square-wave).
Tato metoda byla pozf pouZita pro stanoveni hladiny nizkomolekularniahtioxidant ve
vzorcich séra ve studii zabyvajici se mimo jinédmmnim oxidéni rovnovahy onkologickych
pacient.

Nizkomolekularni antioxidanty jsou skeniny s nizkou molekulovou hmotnosti, které maji
schopnost snadno se oxidovatirézert se vyskytuji v organizmech, kde je jejich Ukolem
vychytavat a nasledrnzneSkodovat vznikajici volné radikaly. Spolu skierymi enzymy, jako je
glutationreduktasa nebo superoxiddismutask tvai antioxid&ni systém organizmu. Mezi
nejvyznamgjsi nizkomolekularni antioxidanty gamag. tokoferol, retinol, kyselina askorbova,
glutation, cystein, kyselina miova (Finaucet al. 2006; Koheret al.2004; Szarkat al2012).

Zména koncentrace nizkomolekularnich antioxidarswédéi o aktivaci antioxidéni obrany
organizmu. Je-li organizmus vystaven oxitianu stresu, antioxidai systém se aktivuje a hladina
nizkomolekularnich antioxidaint se zvysi. Pokud mira oxitlho stresu Werpa kapacitu
antioxida&niho systému, dojde naopak ke snizeni hladiny ®dfofi. V takovém pipact je
oxidasni homeostaza v organizmu narusenai@erdojit k oxidativnimu poskozeni citlivych tkani
(Vovk et al. 2005). Stanoveni celkové hladiny nizkomolekuldrrantioxidant nam tudiz mze
poskytnout cenné informace o stavu ogifarovnovahy organizmu a kapaciantioxida&niho
systému v situacich, kdy seéegpoklada, ze doslo k oxigt@mu stresu (Pohanlet al. 2010). Mezi
takové situace p#itnag. expozice skterym lékim ¢i otravnym latkdm nebodkterd onemoa¥ni
(nap. kardiovaskularni, neurodegenerativni, nadorov&nmmtréni) (Tsakanovaet al 2011,
Vostalovéet al.2012).

Elektrochemické techniky stanoveni antioxidiaktivity tvari atraktivni alternativu k zavedenym
spektrofotometrickym metodam (Sochaet al. 2010, 2011). SW voltametrie je jedna
z nejcitlivjSich elektrochemickych analytickych technik poafiych pro imé stanovenfady
redoxré aktivnich latek (Dogan-Topadt al. 2010; Masarik et al. 2011). Byla pouZita ndppro
stanoveni kyseliny askorbové (Kumar, Vicente-Beck#®12), sotasné stanoveni kyseliny
askorbové, dopaminu a kyseliny sowé v m@i (Tian et al. 2012), sodasné stanoveni kyseliny
listové a N-acetylcysteinu (Salmanipouet al. 2012), i vyvoji biosenzoru pro stanoveni
méd’natych iont (Lin et al. 2012), senzoru pro stanoveni pentachlorofenoluogé (Remeset al.
2012), pro stanoveni dopaminu v lidském séru (Rattget al. 2012), gi stanoveni antioxidaiho
potenciélu iiznych druli ovoce (Komorsky-Lovti , Novak 2011), nebo pro ¢eni antioxidani
sily biomasy tvéené mikroskopickymirasami (Goiriset al. 2012). SW voltametrie sleduje,
podobré jako jiné voltametrické techniky, zavislost prozégciho proudu na vkladaném
promenlivém potencialu. Oxidace stanovovanych latek addivce, jeZ tuto zAvislost vyjddje,
projevi vznikem tzv. anodické viny. Specificky potéal, gfi némz anodicka vina vznika, poskytuje
kvalitativni informaci, plocha anodické viny infouje o kvanti analytu. Mezi hlavni vyhody
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méieni pomoci SW voltametrie na sitotiskovych senzoneati rychlé a jednoduché provedeni,
které nevyzadujefpdchozi Gpravu biologického vzorku a régmizka spdeba vzorku. Na druhou
stranu je metoda zatiZzena nizsi reprodukovatelaasitiz®jsi interpretaci vysledk

MATERIAL A METODIKA

Prace byla provedena na elektrochemickém analyr&almSens (Elmstat, Housten, Nizozemsko)
se softwarem PSLite (PalmSens) a sitotiskovych aenhk s uhlikovou pracovni a pomocnou
elektrodou a $tbrnou srovnavaci elektrodou nanesenych na kergmpgatforng (Metrohm,
Herisau, Svycarsko).

Na vodorovis upevreény senzor bylo pipetovano 2@ (resp. 30ul a 4Qul) vzorku tak, aby se
vSechny elektrody spojily. Bteni probihalo v rozsahu potendidl - 1,1 V. Potencialovy skok byl
postup® nastavovan na 1, 3, 5, 10 mV, amplituda na 520030, 50, 100 mV a frekvence na 1, 2
a 4 Hz. Po zwreni standaril bylo vybrano nastaveni analyzatoru s nejlepsi \omez Toto
nastaveni bylo po té pouzito pro analyzu viaoséra, které byly nanasenyimpo na senzor bez
piedchozi Upravy.

Kalibraéni kiivky (zavislost plochy anodické viny na koncentrastandardu) byly ziskany
zmefenim roztok zvolenych standardnich antioxidariyseliny askorbové (Penta, Praha), (S)-
trolox metyletheru, melatoninu &-acetyl-L-cysteinu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, UBA
Standardni roztoky v rozsahu koncentraci od 0,04Q@ mmol/l byly gipraveny rozpugnim
kyseliny askorbové a N-acetyl-L-cysteinu v 0,1 mdsfatovém pufru v koncentracich 0,010 —
10,00 mmol/l. (S)-trolox metylether a melatoninypgkjprve rozpushy v 1 ml etanolu (96% wi/w)

a nasleda naredsny 0,1 mol/l fosfatovym pufrem v rozmezi koncenitr@@1 — 10,00 mmol/l.
Ziskané kalibréni kiivky byly vytvoieny a zpracovany pomoci linearni regrese za pouziti
statistického softwaru Origin 8 (OriginLab Corpatat Northampton, USA). Z kalibéai kiivky

byl metodou podle Hubauxe a Vosé&em limit detekce pro jednotlivé antioxidanty (Hukalos
1970; O’Neillet al.2002).

Zda je metoda vhodna pro stanoveni antioxitlaet vzorcich séra, bylo 8keno porovnanim se
standardni spektrofotometrickou metodou FRAP (zl.afegric reducing antioxidant power)
zaloZenou na schopnosti antioxidantdukovat Zelezité ionty na Zeleznaté. Stanov&#H-bylo
provedeno postupem zavedenym na nasSem pracow&ty, byl jiz dive publikovan (Benzie, Strain
1996; Pohankat al. 2010). Tytéz vzorky vzniklé ffdavkem 5ul standardniho roztoku kyseliny
askorbové o koncentraci 0,10 - 0,50 - 1,0 - 510 aamol/I do 5Qul séra byly analyzovany pomoci
SW voltametrie i FRAP. Ve statistickém softwaru bwyytvoren graf vyjadujici zavislost
piislusnych ploch anodickych vin na absorbancich &enych metodou FRAP a vygitAn
korelani koeficient r.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Pro meéteni na senzoru s uhlikovou pracovni elektrodou tzyloleno nastaveni analyzatoru s
potencidlovym skokem a amplitudou 5 m¥ frekvenci 1 Hz. Nebylo zaznamenano ovian
stanoveni objemem naneseného vzorku, na senzotdujaz divodu Uspory séra nanaSeno 20 pl.
Jak je patrné na obrazkdislo 1, ktery pedstavuje fiklad voltamogramu lidského séra,
nizkomolekularni antioxidanty vyskytujici se v séeu plaznd se projevuji vznikem dvou
anodickych vin @ dvou riznych specifickych potencidlech, coz odpovidéve publikovanym
pozorovanim (Komorsky-Lowi, Novak 2011; Pohanlet al.2010).

Obr. 1 Voltamogram ziskanyerenim vzorku lidského séra
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V tabulcegislo 1 se nachazi korelasi koeficienty r kalibranich Kivek a vyp@itané limity detekce
pro jednotlivé pouzité standardni antioxidanty. iK@ni kiivka pro kyselinu askorbovou,
melatonin a trolox byla linearni v rozsahu koncacitod 0,010 mmol/l do 10 mmol/l s kor&kém
koeficientem pesahujicim 0,9861 (melatonin). Kalibré zavislost prdN-acetylcystein se potif
zmgfit pouze v koncentracich od 0,010 mmol/l do 1,0 improtoze i vySSich koncentracich
dochazelo k filiSné polarizaci elektrody. Zavislost byla r@znlinearni s koreknim koeficientem
0,9954. Hladiny nizkomolekularnich antioxidamantiené v lidském séru tento koncegitra
rozsah nefesahovaly. Limity detekce standardnich antioxitiase pohybovaly v rozmezi 0,03
mmol/l (trolox) - 0,3 mmol/l (kyselina askorbova).

Tab. 1 Korel@ni koeficienty (r) kalibranich Kivek a limity detekce (LOD) pro jednotlivé
standardni latky

Standardni antioxidant r LOD [mmol/I]
Kyselina askorbova 0,9995 0,3

Trolox 0,9861 0,03
Melatonin 0,9953 0,04
N-acetylcystein 0,9954 0,07
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Obr. 2 Kalibrani kiivky pro vybrané antioxidanty, a = plocha anodickéy, ¢ = koncentrace
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Pouzitd voltametricka metoda debkorelovala (korelmi koeficient r=0,9778) se standardni
metodou FRAP, jak je vyj&dno na obrazku 3. Ro¥h jiné prace zabyvajici se stanovenim
nizkomolekularnich antioxidaintpomoci SW voltametrie uvéd dobrou korelaci meziémito
metodami (Goiriet al.2012).
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Obr. 3 Korelace SW voltametrie a metody FRAP —s&voabsorbance naffena metodou FRAP,
na ose y satet ploch anodickych vin ziskanych SW voltametrii
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ZAVER

Byla zavedena a optimalizovana elektrochemicka ri&eh stanoveni nizkomolekularnich
antioxidant v lidském séru s pouzitim SW voltametrie na staivych senzorech s uhlikovou
pracovni elektrodou. Pomocékolika zastupé nizkomolekularnich antioxidaintkteré se obvykle
vyskytuji v organizmu (kyselina askorboud;acetylcystein, melatonin) nebo jejich ekvivalent
(trolox), byla ofena citlivost metody a jeji linearni odpdv v dostaténém koncentraim
rozsahu. Zda je metoda vhodnd pro stanoveni adéoki v séru, bylo o¥teno pomoci standardni
metody FRAP, s niz byla prokazana dobra korelRopsana metodaemstavuje alternativurive
optimalizovanym postupn zaloZzenym na spektrofotometrii.

LITERATURA

Benzie I. F. F., Strain J. J. (1996): The ferridueing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”: The FRAP assay. Analyticabbhemistry, 239: 70-76.

Dogan-Topal B., Ozkan S. A., Uslu B. (2010): Thelgtical applications of square wave
voltammetry on pharmaceutical analysis. The Opesenital and Biomedical Methods Journal, 3:

56-73.

Finaud J., Lac G., Filaire E. (2006): Oxidativeest : relationship with exercise and training.
Sports medicine (Auckland, N. Z.), 36(4): 327-358.

Goiris K., De Vreese P., De Cooman L., Muylaer{Z012): Rapid screening and guided
extraction of antioxidants from microalgae usingfammetric methods. Journal of agricultural and
food chemistry, Jul 17. [Epub ahead of print].

Hubaux A., Vos G. (1970): Decision and detectionith for linear calibration curves. Analytical
Chemistry, 42: 849-855.

1230



MENDELNET 2012

Kohen R., Oron M., Zelkowicz A., Kanevsky E., FanfioS., Wormser U. (2004): Low molecular
weight antioxidants released from the skin’s epitrayers: an age dependent phenomenon in the
rat. Experimental Gerontology, 39: 67—72.

Komorsky-Lovri S., Novak I. (2011): Abrasive stripping square-evaeltammetry of blackberry,
raspberry, strawberry, pomegranate, and sweetlaecdbtatoes. Journal of food science, 76(6):
doi: 10.1111/j.1750-3841.2011.02256.x. [Epub atwfgutint].

Kumar S., Vicente-Beckett V. (2012): Glassy carbtattrodes modified with multiwalled carbon
nanotubes for the determination of ascorbic aciddyare-wave voltammetry. Beilstein journal of
nanotechnology, 3: 388—-396.

Lin M., Hu X., Ma Z., Chen L. (2012): Functionaliz@olypyrrole nanotube arrays as
electrochemical biosensor for the determinationapfper ions. Analytica Chimica Acta, 746: 63—
69.

Masarik M., Gumulec J., Sztalmachova M., HlavnaB&bula P., Krizkova S., Ryvolova M.,
Jurajda M., Sochor J., Adam V., Kizek R. (20119idsion of metallothionein from cells derived
from aggressive form of high-grade prostate caromaising paramagnetic antibody-modified
microbeads off-line coupled with electrochemicad @fectrophoretic analysis. Electrophoresis, 32
(24): 3576-3588.

O'Neill D. T., Rochette E. A., Ramsey P. J. (2002¢thod detection limit determination and
application of a convenient headspace analysisaddtr methyl tert-butyl ether in water.
Analytical chemistry, 74(22): 5907-5911.

Pohanka M., Badiouchovéa H., itkova K., ZParova Karasova J, Ka K., Damkova V., Peckova
L., Vitula F., Pikula J. (2010): Square wave voltaetry on screen printed electrodes: comparison
to ferric reducing antioxidant power in plasma frorodel laboratory animal (Grey Partridge) and
comparison to standard antioxidants. Journal ofiegpiomedicine, 9: 103-109.

Rattanarat P., Dungchai W., Siangproh W., Chailap@k, Henry C. S. (2012): Sodium dodecyl
sulfate-modified electrochemical paper-based aitalytievice for determination of dopamine
levels in biological samples. Analytica Chimica &d%44: 1- 7.

Remes A., Pop A., Manea F., Baciu A., Picken SSchoonman J. (2012): Electrochemical
determination of pentachlorophenol in water on dimall carbon nanotubes-epoxy composite
electrode. Sensors (Basel, Switzerland), 12(6)370B16.

Salmanipour A., Taher M. A., Beitollahi H., Hossedeh R. (2012): New voltammetric strategy
for simultaneous determination of N-acetylcystane folic acid using a carbon nanotube
modified glassy carbon electrode. Colloids and &we$ B: Biointerfaces, 102: 385— 390.

Sochor J., Ryvolova M., Krystofova O., Salas P.b&lak J., Adam V., Trnkova L., Havel L.,
Beklova M., Zehnalek J., Provaznik I., Kizek R. 18J: Fully automated spectrometric protocols
for determination of antioxidant activity: advanéagand disadvantages. Molecules, 15: 8618-8640.

1231



MENDELNET 2012

Sochor J., Skutkova H., Babula P., Zitka O., CefeRop O., Krska B., Adam V., Provaznik .,
Kizek R. (2011): Mathematical evaluation of the améacid and polyphenol content and
antioxidant activities of fruits from different apot cultivars. Molecules, 16: 7428-7457.

Szarka A., Tomasskovics B., Banhegyi G. (2012): Akeorbate-glutathione-tocopherol Triad in
Abiotic Stress Response. International journal ofenular sciences, 13(4): 4458-4483.

Tian X., Cheng C., Yuan H., Du J., Xiao D., Xie Ghoi M. M. F. (2012): Simultaneous
determination of I-ascorbic acid, dopamine and acid with gold nanoparticleg$- cyclodextrin—
graphene-modified electrode by square wave voltamymiEalanta, 93: 79— 85.

Tsakanova G. V., Ayvazyan V. A., Boyajyan A. S.akelova E. A., Grigoryan G. S., Guevorkyan
A. A., Mamikonyan A. A. (2011): A comparative studfyantioxidant system and intensity of lipid
peroxidation in type 2 diabetes mellitus and iscleestroke aggravated and not aggravated by type
2 diabetes mellitus. Bulletine of experimental bt and medicine, 151(5): 564-566.

Vostalova J., Galandékova A., Strebl P., ZadraZi2012): Oxidative stress in patients on regular
hemodialysis and peritoneal dialysis. \fnitlékastvi, 58(6): 466-472.

Vovk T., Bogataj M., Roskar R., Kmetec V., Mrhar (8005): Determination of main low
molecular weight antioxidants in urinary bladdeflwaing HPLC with electrochemical detector.
International Journal of Pharmaceutics, 291: 169-16

1232



