Stanoveni antioxidacni aktivity




Mechanismus uc¢inku antioxidantu

e [niciace
LH + R- - L- + RH

* Propagace

L- + O2 — LOO: peroxylovy radikal
LOO -+ LH — L-+ LOOH peroxid

« Retézeni
LOOH — LO- + HO:- alkoxylovy radikal

2LOOH — LOO - + LO- + H20

e Terminace
LO-+LO -, LOO-+LOO -, LO -+ LOO -



Mechanismus uc¢inku antioxidantu

* Primarni antioxidanty - AH
e L-+AH — LH + A-
e LOO-+ AH — LOOH + A:-

. LO- +AH — LOH +A.



Zpusoby detekce

Elektrochemicka

Spektrometrie detekce

Chromatografie




Stanoveni antioxidacni aktivity

 DPPH- Organicky radikal
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

« ABTS*™>  Organicky radikal
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

 FRAP Reakce s Fell)
Ferric reducing ability

« CUPRAC Cu(ll) — Cu(l)

Cupric reducing antioxidant power



Stanoveni antioxidacni aktivity

« ORAC Peroxylovy radikal
 HORAC Hydroxylovy radikal

 TRAP Luminol



Stanoveni antioxidacni aktivity

« GC Plynova chromatografie

« HPLC Vysokoucinna kapalinova
chromatografie

« HPLC + Postkolonova derivatizace



Stanoveni antioxidacni aktivity

» Cyklicka voltammetrie
» Amperometrie

* Blamperometrie



Spektrometrie

Q FLUOstar Omega

5MG+LFIBTECH



Spektrometrie

« Stabilni radikal v dusledku delokalizace
elektronu pres celou molekulu

* Nedimerizuje
» Delokalizace zpusobuje fialové zbarveni
» Reakce s donory vodiku — zluté zbarveni

e Standard Trolox



Spektrometrie
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Spektrometrie

 ABTS - (2,2'-azino-bis(3- ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid))

» Radikal generovan ztratou elektronu

» Oxidace peroxodisiranem sodnym nebo
oxidem manganicitym

e Zelené zbarveni

e Standard Trolox



Spektrometrie

ABTS - (2,2’-azino-bis(3- ethylbenzthiazoline-6-
sulfonova kyselina))



Spektrometrie




Spektrometrie
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Spektrometrie

* Ferric reducing antioxidant power

* Fe(lll) — Fe(ll) komplex

 Ligand 2,4,6-tri(2-pyridyl)- 1,3,5-triazine
* Fe(ll) komplex - namorni modra

« Standard Trolox nebo askorbova kyselina



Spektrometrie
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Spektrometrie

» Potassium ferricyanide reducing power

» Atioxidat reaguje s
ferrikyanidem draselnym — ferrokyanid draselny

- Nasledna reakce s FeCl, — ferrokyanid zelezity
modry komplex



Spektrometrie

» Cupric reducing antioxidant power
o Cu(ll) — Cu(l)

 CuS0O4 a neocuproine

* Absorbance v 450nm

e Standard Trolox



Spektrometrie



Spektrometrie

e Superoxiddizmutaza
sledovani ubytku superoxidu spektrofotometricky
245-250nm

» Glutathion peroxidaza
spektrofotometrie mereni spotreby NADPH pri
redukci GSSH

» Katalaza
sledovani ubytku H202 spektrofotometricky
240nm



Spektrometrie

* Fluorescence je emise svetla latkou, ktera
absorbovala elektromagnetickou vinu jiné vinové
delky

 Emitovane svetlo ma obvykle delsi vinovou
delku

* Fluorescence - elektron v molekule prechazi do
stavu s nizsi energii



Spektrometrie
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Spektrometrie

» Oxygen radical absorption capacity

* Indukovany peroxylovy radikal pomoci AAPH
2,2’-azobis-(2-amidino-propane) dihydrochloride

e Fluorescein - fluorescenci indikator

» Ztrata fluorescece — indikuje stupen rozkladu v
dusledku reakce s radikalem

e Standard Trolox



Spektrometrie



Spektrometrie

* Hydroxyl radical averting capacity

« Stanovuje schopnost antioxidatu chelatovat
kovove ionty

* Co(ll) komplex — protekce proti hydroxylovemu
radikalu — Reakce Fentonova typu

e Fluorescein — indikator

» Standard - Gallova kyselina



Spektrometrie

 Total peroxyl radical trapping antioxidant
parameter

* Chemiluminiscece (CL) - luminol

* CL — luminol - radikal generovany AAPH
2,2’-azobis-(2-amidino-propane) dihydrochlorid

* Doba zhaseni CL signalu



Spektrometrie
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Spektrometrie

* Reakce Fentonova typu (Co(ll) + H202),
indukujici lipoperoxidaci

* Linolenova kyselina — modelovy substrat

* Malondialdehyd MDA — konecCny produkt
lipoperoxidace

* Thoibarbiturova kyselia s MDA dava fluoreskuijici
produkty



Spektrometrie



Elektrochemickeée stanoveni

* Potenciodynamicke mereni
* Potencial na pracovni elektrode se meni linearné

* Poté se napeti meni zpet



Elektrochemickeée stanoveni
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Elektrochemickeée stanoveni
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Elektrochemickeée stanoveni

* Intenzity katodovych a anodovych proudu la,
Ic

* Anodovy redoxni potecial (Ea)
» Katodovy redoxni potecial (Ec)
* Plocha viny signalu anody (S)

» Standard kyselina askorbova



Elektrochemickeée stanoveni

* Méereni intenzity proudu mezi pracovni a
referencni elektrodou

» Konstantni napetovy potencial

* Proud protéka v zavislosti a redoxnich reakcich
v analytu

* Redukce 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
* (DPPH*) na sklenene elektrode



» Separace na reverzni fazi

* Postkolonova derivatizace ABTS, DPPH
* UV/VIS detekce (DAD)

» Antioxidacni aktivita komplexnich smesi
e Pouzitelné pro GSH, tokoferol, askorbat

» Standard trolox, gallova kyselia






Pump 1
acetantrile
+iormic acid

Thermostat 1
HPLC column

Thermostat 2

detector 1 reaction loop detector 2
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