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Volné radikily jsou zcela pfirozené tvofeny ve velkém
poctu biologickych i chemickych systémech. Jsou to atomy
nebo molekuly schopné samostatné existence, majici ve svém
elektronovém obalu jeden, vzacné i vice, volnych elektront.
Reaktivnimi formami volnych radikdlt muze byt atakovdna
vétSina biomolekul (nejzavaznéjsi jsou reakce s biologickymi
membranami a nukleovymi kyselinami). Radikdly mohou byt
piic¢inou patologickych stavl, nebo se naopak tvoii jako dusledek
raznych patologickych stavii a zplasobuji sekundiarni poskoze-
ni v zivych organismech. Proti toxickému pusobeni volnych
radikalt a reaktivnich metaboliti ma organismus vybudovany
obranné mechanismy, kterymi eliminuje tvorbu radikal, nebo
snizuje jejich negativni Gc¢inky. Cilem price bylo optimalizovat
a pfesn¢ popsat pét fotometrickych metod slouzicich ke stano-
veni antioxidac¢ni aktivity biologického vzorku.

Experimentélini ¢ast

Pouzit byl automaticky spektrofotometr BS-200 (Mindray, Chi-
na), ktery se sklada z kyvetového prostoru (temperovany na 37 +1 °C),
reagenc¢niho prostoru s karuselem pro reagencie a piipravu vzork(
(temperovany na 4 +1 °C) a optického detektoru. Pfenos vzorku
a reagenci zabezpecuje robotické rameno s davkovaci jehlou
(chyba davkovani do 5 % objemu). Obsah kyvet je promichin
automatickym michadlem ihned po pfidani ¢inidla nebo vzorku.

Vysledky a diskuze

V oblasti chemickych analyz a biologického hodnoceni
antioxida¢nich charakteristik byly v poslednich letech vypraco-
vany ¢etné metody umoznujici stanoveni antioxidacni aktivity.
Jsou principielné odlisné a postupné se vyviji jejich modifikace.
Jejich zdkladnim smyslem je charakterizovat antioxidacni aktivitu
v podminkdch blizkych fyziologickému prostiedi, avSak vétsina
z nich neni optimalizovana pro automatizovanou analyzu. Nasim
cilem bylo navrhnout a optimalizovat fotometrické testy na
automatickém analyzdtoru BS-200.

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH" testu

Postup méreni: Metodu stanoveni antioxidacni aktivity pomoci
DPPH" testu je mozné pouZit pouze u vzorku s nizkymi hod-
notami antioxidacni aktivity vyjadienymi nasledujici koncentra-
ci Troloxu 0,01-0,15 mmol.I"". Ve vyssich koncentracich (nad
0,2 mmol.I"! Troloxu) jsou hodnoty absorbance ziporné, coz
znaci, ze antioxidanty v méfeném vzorku dokdzaly zhasit ¢i vy-
chytat vSechny volné radikaly. Chceme-li touto metodou stanovit
vy$si antioxidaéni aktivitu, musime je pfislusné vzorky naredit
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do pozadovaného rozmezi. Ziskand kalibra¢ni kiivka pro tuto
metodu byla urena jako y = 465,46x + 15,461 pfi spolehlivosti
R? = 0,997 a relativni smérodatné odchylce stanoveni 3,4 %.

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody TEAC

Postup méreni: Limit pro méfeni metodou TEAC byl do koncen-
trace 0,4 mmol.I"" standardu Troloxu. Ve vysSich koncentracich
dosahovaly absorbance zdpornych hodnot. Pro analyzu vzorkl
s antioxida¢ni aktivitou vys§i neZ ekvivalent 0,4 mmol.I”" Tro-
loxu je nutné jejich nafedéni. Byla sestrojena kalibracni kfivka
y = 230,21x + 59326 pii spolehlivosti R* = 0,999 a relativni
smérodatné odchylce stanoveni 2,9 %.

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP

Postup meéreni: Pro metodu FRAP byly sestrojeny kalibracni kfiv-
ky dvé. U velmi nizkych hodnot (0,01-0,15 mmol.I"" standardu
Troloxu) hodnoty nebyly linedrni a pfepocet byl v tomto pfipadé
logaritmicky y = 0,07In(x) + 0,4638, R = 0,994. Hodnoty v roz-
mezi 0,15-1 mmol.I" Troloxu linearity dosahovaly. Kalibra¢ni
kiivka pro tyto hodnoty je y = 0,8286x + 0,2101, pfi spolehlivosti
R* = 0,999 a relativni smérodatné odchylce stanoveni 3,1 %.

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody DMPD

Postup méreni: Se vzristajici antioxidacni kapacitou vyjadfenou
stoupajici koncentraci Troloxu, byl pozorovan pokles absorbance.
Hodnoty vy3si nez 0,7 mmol.I"" ekvivalentu standardu Troloxu ne-
bylo mozno detekovat z divodu nelinearity pozorované odpovéedi.
Byla ziskana kalibrac¢ni kiivka: y = —-0,0839x + 0,2579 pii spolehli-
vosti R* = 0,997 a relativni smérodatné odchylce stanoveni 3,9 %.

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody Free Radicals Kit

Postup mereni: Pro metodu Free Radicals Kit byla doporuce-
na kalibrace na Fe** mmol.I"". Ziskana kalibraini kiivka méla
nésledujici parametry: y = 0,035x + 0,2667 a koeficient regrese
R? = 0,996. Nasi snahou vSak bylo srovnini metod z hlediska
stejného standardu. Proto byl pouzit také prepocet na Trolox jako
u ostatnich metod. Pfi méfeni Troloxu mély hodnoty se zvysujici
se koncentraci klesajici prubéeh ziskanych hodnot. Metodu lze
pouZit pro analyzu v oblasti 0,25-0,9 mmol.I"* Troloxu. Kalibra¢ni
kfivka pro Trolox byla y = -0,0075x + 0,3002 pii spolehlivosti
R? = 0,992 a relativni smérodatné odchylce stanoveni 2,8 %.
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vel L., Kizek R.: An assay for spectrometric determination
of antioxidant activity of a biological extract

Antioxidant activity is defined as the ability of a compound or
a mixture of compounds inhibit oxidative degradation of various
substances (e.g., preventing lipid peroxidation). Methods used for
determination of antioxidant activity bases on the direct reaction
of compound of interest with radicals (scavenging or complexing)
or on the reaction with transition metals. The aim of this study was
to optimize, automate and accurately describe the protocols of five
photometric methods: the DPPH, TEAC, FRAP, DMPD and Free

Radicals Kit, used to determine the antioxidant activity of a bio-
logical sample. Methods were standardized using the substance
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid).
Advantages, disadvantages and limitations of each method were
discussed.
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