Navody na laboratorni at&ni z Iék#ské biochemie (teoretickést v.6)

MERENI CELKOVE ANTIOXIDA CNi KAPACITY (TAC)

Bunky Zivého organismu v fibéhu svého butného Zivota prakticky néptrzit
produkuji volné radikaly, reaktivni kyslikové radikaly ozgavané jako ROS (Reactive
Oxygen Species) a reaktivni dusikaté radikaly sawané jako RNS (Reactive Nitrogen
Species). Volné radikaly mohou byt definovany jakwlekuly, gipadré molekulové
fragmenty, obsahujici jeden nebo vice neparovyehtm@ni v atomovychéi molekulovych
orbitalech.

Tyto neparové elektrony vznikajiciepenim vazby, fijetim nebo ztratou elektronu,
uréuji vysoky stup# reaktivity volnych radikdl. Hlavnimi zdroji volnych radikdl jsou
lyzosomy a peroxysomy, hky schopné fagocytézy, biotransforén&d procesy na
endoplazmatickém retikulu, Fentonova reak#ecpodnych kot a rekteré fyzikalni faktory
jako UV nebo X z#eni. Jednim z procés kde nize také dochazet ke vzniku volnych
radikal je dychacirettzec v mitochondriich. K exogennim fakiar, které vyrazé zvysuji
produkci volnych radikdl, pati koureni, pamyslové znéisténi Zzivotniho prosedi,
pesticidy,fada I€iv (zejména potom celkova anestetikaprganicka rozpoustlla.

Reakce volnych radiké) pripadreé latek neradikalové povahy s biomakromolekulami
jsou nefasgjSi piicinou poskozeni businych struktur, bugk a celych tkani.

Reaktivni formy kysliku (ROS)

volné radikaly latky neradikalové povahy
superoxidovy radikal O peroxid vodiku HO,
hydroperoxylovy radikal HE kyselina chlorna HCIO
hydroxylovy radikal OHe ozon £

peroxylovy radikal ROO- | singletovy kyslikO,
alkoxylovy radikal ROe

Reaktivni formy dusiku (RNS)

volné radikaly latky neradikalové povahy

oxid dusnaty NOe kyselina dusita HNO

oxid dustity NO,e oxid dusity NO3
peroxynitrit ONOO
alkylperoxynitrit ROONO

Prijetim jednoho elektronu se molekula kysliku redekua superoxid,
O, +€ 2> O
ktery se dalSim elektronem redukuje na peroxid kundi
Oy + € +2H > HO;

Superoxid podléha také spontanni dismutatikeré jedna jeho molekula poskytuje elektron
druhé, takZze dochéazi zaravk oxidaci i redukci jejimz produktem je kyslik arpxid vodiku.



PrestoZe ve vodném prastli probiha reakce velkou rychlosti, v biologickyeganismech je
jes€ urychlovana enzymem superoxiddismutazou (SOD).
SOD

O+ e +2H > O + HO,

Reakce peroxidu vodiku s biomolekulami jsou pows pomalé, avSak vifiomnosti
tranzitnich kow, jako je dvojmocné Zelezo Fenebo jednomocna & Cu’, se ochot&
redukuje

HO, + Fé" > HO+ + OH + Fé'

Touto Fentonovo reakcivznika vysoce toxicky hydroxylovy radikal HOe, kfeokamzit
reaguje s okolnimi molekulami. Jednéa se o extkésimé oxid&ni ¢inidlo, které vytrhuje
elektron z nenasycenych mastnych kyselin, hydrgeyAminokyseliny a baze nukleovych
kyselin.

Proti pisobeni ROS v organismech existigela obrannych mechanigpkterych se
zWashuje fada latek, tzv.antioxidantd. Podle biologické funkce se¢ld na enzymové
antioxida&ni systemy (superoxiddismutaza, glutathionperoxagdaglutathiontransferaza,
kataldza) a na nizkomolekularni antioxidanty (kyselaskorbova, tokoferoly, karotenoidy,
flavonoidy, glutathion, kyselina lipoova, koenzym Ilirubin, kyselina moova). Vyéerpani
antioxidant vede k poSkozeni tkanv disledku proces ozna&ovanych obeah jako tzv.
oxida¢ni stres Mira schopnosti tkan vzdorovat oxidanimu stresu je @ena jednak
mnozstvim v ni fitomnych antioxidarit, jednak jejich druhem. Parametr, ktery koreluje se
schopnosti tkan odolavat oxidénimu stresu, je oziavan jakoantioxidaéni kapacita.
Obsah antioxidaidt se stanovuje néjno jako tzv.celkova antioxidaéni kapacita (Total
Antioxidant Capacity - TAC), kterarpdstavuje schopnost systému vzdorovat a@xigau
stresu.

Pro stanoveni celkové antioxitid kapacity existuje velké mnozstvi metodic¢pmz
negastji pouzivanou metodou JEEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). TEAC

CH, odpovida antioxidéni aktivitt vzorku, ktera je vztazena ke
standardni  latce -  Troloxu  (6hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), coz je
rozpustny synteticky analog vitaminu E.

Vlastni metoda stanoveni je zaloZena na zhaSerieum
oH Ppripraveného stabilniho radikalu ABTS (2,2'-azinotBis

CHs CHs ethylbenzthiazoline-6-sulfonova  kyselina)). asBbenim

persiranu draselného je ABTSepedeno na sy stabilni
Obr.1: Trolox radikal ABTS. Tento radikal ma tyrkys@vmodrou barvu.
Pridanim vzorku s antioxidai kapacitou dochazi ke
konverzi zgt na  neutralni
{ bezbarvou formu, itemz celkova

HO

HsC 0

barva pechazi na sitle zelenou az
HO /0 N bezbarvou. Tato zéma intenzity se
N4 . ) L
S S N:< o meti fotometricky @i vinové délce
& >:N/ S /. 734nm.
//S\OH DalSi pouzivana metoda se
¢} nazyva FRAP (Ferric Reducing
) Antioxidant Power). Je zaloZena na
HaC principu redoxni reakce, kde se

Obr.2: ABTS vyuziva schopnost antioxida@ntve



Obr.3: TPT:

Doporuena literatura:

vzorku redukovat Zelezité komplexy [Hag-e*-TPTZ

(2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin)],  které jsou émet

bezbarvé a po redukci na “FEPTZ vytv&i intenzivre

fialové produkty, které se & pri vinové délce 593 nm.
Vysledek se poté vyj&d pomoci kalibrani kiivky na

ekvivalentni mnoZstvi iontFe”,

Narozdil od metody TEAC je metodou FRAPEENa u
antioxidanti spiSe jejich redudni schopnost.
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