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Elektrochemie jako
nastroj pro studium
antioxidacni kapacity

Ondrej Zitka | Vojtéch Adam | René Kizek | Jaromir Hubalek Ustav chemie a biochemie,
Agronomicka fakulta, Mendelova univerzita v Bmé, Ustav mikroelektroniky, Fakulta elektrotechniky
a komunikaénich technologil, VUT v Brng, Stfedoevropsky technologicky institut, VUT v Brné

Detekee hladiny antioxidaénich slouéenin a stanoveni antioxidaéni kapacity jsou vimniz nékolika pohledi véetné
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je vyutiti elektrochemickych

suje aplikace jak stacionarnich, tak pritok

Tento pehledny Elanek popi-
metod pro analyzu klinickych vzorkii s ohledem na stu-

dim]alnmmwmmmmtmmm

Antioxidatni kapacita patfi k nejddlezitésim antioxidadnim para-
metriim, Kapacita je definovana jako schopnost siougeniny (nebo
smési slouéenin) inhibovat cxidativni degradaci niznych slouge-
nin, jako je zabranéni peroxidace lipidd (obr. 1). Tyto metody jsou
obyykle zaloZeny na plimé reakci mezi studovanymi sloucenina-
mi avalnymi radikély {zhéteni nebo vychytavani) nebo na reakci
s plechodnymi kovy [1-6]. Pfi analyze antioxidaénich viastnosti
se pou2ivaji pledeviim spektrometrické metody. Nicméné tyto
metody Jsou zavislé na mnoha parametrech, jako jsou teplota,
¢as analyzy, charakter slouteniny nebo smési sloutenin (extrak-
1), koncentrace antioxidantd a prooxidant( a mnoha dalSich l&-
tek [7-15)

Elektrochemické metody pouZivané pro urleni antioxidatni kapa-
city se stale wyvijeji. Umodiiuji rychlym, jednudw:hymamlwym al-

ternativnim zg analyzovat bicaktivni slougeniny jict
s vychytdvanim radikald ¢i samotnou antioxidadn kapacitu. Jsou
nizkondkladové a obvykle nevy2aduji 2asov ndroénou plipravu
vaorkis, Poudivaji se jak pro staclonarni systémy, pfidemd diferenéni
pulzni polarografie a voltamperometrické metody patfi k nejvice
pousivanym technikam, tak pro dynamicky pratokovy, pHipadné
elekiromigraéni systém, s ohledem na whody voltametrie a am-
perometrie. Vyvoj nové i e s moZnosti miniaturizace
kontrastujici s konvenénimi, bémé vyuzivanymi systémy je hlav-
nim smérem wyvoje elektrochemickych technik pro analyzu bio-
aktivnich sloucenin vietné téch majicich antioxidacni viastnosti
[1e-21).

Antioxidani siouteniny mohou fungovat jako redukéni gini-
dla a v raztocich maji tendenci snadno se oxidovat na inertnich
elektrodach. Vzhledem k tomuto fakiu je vztah mezi elektroche-
mickym chovanim slouéenin s antioxidadni aktivitou a jejich vi-
slednou antioxidaéni silou® (kapacitou) velmi zajimavy, protoze
.nizky oxidaéni potencial” odpovida Jvysoké tni sile”
[22]. Je obecné zndmo, 2e oxidativni stres souvisl s nerovnova-
hou mezi koncentraci proaxidant( a antioxidantd. Navic se 2da,
Ze tyto zmény jsou velmi dllezité v patofyziologii smrteiné ne-
mocnych pacientil, Plimé méfeni plitomnostl reaktivniho kysliku
a ukazatel oxidativniho stresu zlstavd v klinické medicing stéle
obtiznym ukolem, Hladina oxidativniho stresu je méfena jako cel-
kowva zména antioxidadni kapacity nebo eventuding jako antioxi-
dacni status [23-29].

V predklddaném piehledovém Elanku jsou st izovany zakladni
elektrochemické techniky pou2ivané k uréovdni viastnosti anti-
oxidantd v klinické diagnostice, pro které byly elektrochemic-
ké metody navrdeny a vyvinuty. Vyhody a nevyhody aplikovani
elektrochemickyich metod pro analyzu riznych druhl vzorkd jsou
pfedmérem diskuze.

Cyklicka voltametrie pro urtovini antioxidadni kapacity

Cyklickd voltametrie (CV) je nejb&2néjii vyuzivanou technikou pro
charakterizaci redoxniho systému, Poddva informaci o podtu re-
doxnich stavil a kvalitativni infarmaci o stabilité téchto oxidaé-
nich stavil a kinetice elektronového pienosu [30-33), CV zahrnuje
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1 Schéma vaniku cxidativniho stresu v islosti s reaktivnimi formami kysliku (ROS) a oct ymi systémy ymi anticxidadnim

supemxiddismutiza (SOD, enzym zodpovidny 2a pleménu superoxidového anionu na peraxid vodiku v :mplame a v mitochondridinl matici
[48, 49]), kataldzou (CAT, katalyzuje dismutaci peraxidu vodiku na kysiik a vodu [50]) 2 i y s nizkou molekuldrmi i (LMWAS,
2zejména glutathion a kysehna moCov\ﬂ {urat). Upraveno podle [51]. Zkratky: ROS - reaktivni fotmy yslikur O - supemsddw)? anion; H.0, - peroxid

vodiku; 50D - sup TR - thiored

axidovany thioredoxin; GSH - reduk glutathion; G55G - oxid

snimani napéti pracovni elektrody béhem zaznamenavéni ano-
dického proudu, kiery v raztoku vytvafe|l antioxidanty s nizkou
molekuldrni hmotnosti, kieré jsou oxidovany na povrchu pracov-
nf elektrody [34]. Proudovd odezva je umérna kombinované kon-
centraci antioxidantd [35, 361, CV na uhlikové elektrodé se jevi jako
vhodna metoda pro uréeni antioxidani kapacity, zejména pro
svou jednoduchost, rychlost a mo2nost plimého pouit v bio-
logickych a hrubych vzorcich [37-41). Australdti vadci studovall
fadu slouenin zaloZenych na kombinaci neuroprotektivni viast-
nosti nekompetitiviiho receptoru antagonisty N-metyl-D-aspa-
ragové kyseliny s antioxidaéni funkénosti [42]. Redoxni chemie
téchto sloucenin byla hodnocena pemoci cyklické voltametrie
a vysledky byly porovnany s viastnostmi lapacil radikali ziskany-
mi ze dvou standardnich biologickych razbori, z inhibice lipidove
percxidace a z kolorimetrického stanoveni pomoci safirové mod-
fe. Antioxidaéni aktivita fady pyrimidind vykazuje zavislost na pfi-
tomnost tH aminosubstituenti [42].

Uréovani antioxidaéni aktivity klinickych vzorkd

CV lze také obecni apiikovat v klinickych studiich. CV na samo-
statné uhlikove elektrodé ze skelného uhliku byla aplikovana za
Ugelem uréenl antioxidacni aktivity krevni plazmy u lidi [25]. CV
odezva lidské plazmy sestdvala ze dvou Sirokych voltametrickych
pikil, které byly pe any pfi napétiv i02at06Vavroz-
mezi 0,6 a2 0.9 V. Parametry, které indikuji antioxidadni kapaci-
tu vzorkd, tj. potencidl piku Ep, proudova hustota proudu piku
i () a ndbaj Q pod valtametrickymi vinami byly vypotitdny pro
obé viny. Na zakladé CV skenl naméfenych v lidské plazmeé, kte-
ré ukazuji vyznamné rozdilné koncentrace nizkého redoxniho
potencialu antioxidantd s nizkou molekuldrmi hmotnosti, [ze kon-
statovat, 2e vysledky celkového antioxidacniho statusu kalkuluji
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Huktdza; TroPx -~ thioredo iddza; Trx red - 1y Trxm—
v glutathion; LMWA -

s nizkow molekulémi

s piispénim vysoce formainiho redoxniho potencidlu antioxidan-
td 5 nizkou molekulami hmotnosti (LMWAs, z angl. Low Molecular
Weight Antioxidants) véetné druhé CV viny.

Zajimavou studii publikoval veédecky tym z univerzity v Tou-
louse [43]. V této studii je CV navriena jako nova metoda pro
vyhodnoceni antioxidaéni kapacity k(ize zalozena na redukénich

viastnostech antioxidantd s nizkou molekuldmi hmotnosti. Expe-
fimenty spoemlyvpnuhém zaznamendvani anodického proudy
pfi 0.9V na platinové ktrode umisténé pfimo na povrchu

pokadky bez jakéhokoli gelu nebo vody, Tato metoda zarutila pfi-
mé, rychlé (méné nez jedna minuta), spolehlivé {pfesnost 12 %)
a neinvazivni méfeni celkové antioxidaéni kapacity stratum cor-
neum s vysokym casoprostorovym rozlidenim.

CV byla déle pouZita k vyhodnoceni antioxidaéniho statusu a oxi-
dativniho stresu zdravych osob a chronicky (diabetes mellitus)
a akutné nemocnych pacientd (vystavenych celkovému ozdfent
pfed transplantaci kostni dené) [44]. Zévérem studie bylo, 2e lze
CV Siroce wyulit k rychlému vyhodnoceni stavu zdravych | nemoc-
nych osob a monitorovani odezvy na jefich l6¢bu nebo vyzivo-
vé doplitky | ke screeningu urtitych populach [44].V lidské krevni
plazmé pacient( trpicich diabetern mellitern byly zjiStény antiosi-
datniviastnost kyseliny lipoove [45]. Metoda CV byla také vyu2ita
k monitorovani celkové kapacity plazmy k vychytévini oxidantd
u pacientl s glykogendzou typu 13, kde byla pozomost vénovi-
na zejména urteni kyseliny modové coby jednoho z nejsiinéjiich
antioxidantd v organismu [46]. Barroso et al, publikavall zajima-
vou studil s nazvem Electrocatalytic evaluation of DNA damage
by superoxide radical for antioxidant capacity assessment” (47).
K urteni antioxidagni kapacity zde byla vyuZita integrita puring-
vych bazi DNA. Na rozdil od jingeh publikovanych antioxidaénich
senzorl zalozenych na DNA, oznacenym Skodlivym agentem, byl



enzymaticky vytvoleny systém xantin/xantinoxidazy. Oligonukleo-
tid bohaty na adenin byl adsarbovany na uhlikowych pastovych
elektroddch (CPE) a vystaveny radikéinimu poskozeni za (ne)pfi-
tomnosti nékolika slougenin antioxidantdi. Ve vysledku bylo po-
zorovino Eastedné podkazeni DNA,

Square wave voltametrle pro uréovani antioxidacni
kapacity klinickych vzorki

Studie Pohanky et al. [52] pledstavila analyzu LMWAS v krevni plaz-
mé pomocl SWV, Jako zéstupci redinych biclogickych matic s riz-
nymi hladinami LMWAs byly pousity vzorky plazmy z péti supl
hinédych Cinereous Vultures (Aegypius monachus Linnaeus), naho-
dile intoxikované olovem, Odbér krve u prakl probéhl pled a mé-
sic po aplikaci Ca-EDTA. Vysledkemn SWV méteni byly dva piky.
Prvni pik, s hodnotou potencidlu 46615 mV, byl rozpoznin jako
kyselina askorbova a mocovd, zatimco druhy (74330 mv) repre-
zentoval glutathion, tokoferol, kyselinu askorbovou a v mengi mite
take kyselinu motovou. Piinas jednotivich antioxidanti byl zkou-
man oddélené rozborem standardi LMWA.

Védecky tym z Shandong Agricultural University (53] vyhodnotil
polkozeni DMA a antioxidacni kapacitu proteinu sericinu pomoci
SWV elektrochemickym biosenzorem pro detekei DNA zalozeném
na kompozitnim materiélu z Au-Pd v chitosanu a dendrimery.
Pledmétem studia byl vztah mezi koncentrac! sericinu a procen-
tem vychytavéni OH. Se varistajici koncentradi sericinu naristalo
takeé procento vychytdvani, Antioxidadni kapacita sericinu byla ve
stovnani s antioxidaéni kapacitou Troloxu (89 %) mime odlisna.
Uréeni podkazeni DNA pomoci SWV, ale také OV a pomoci elektro-
chemické impedanéni spektraskopie (EIS), je popsano ve studii
autord Ziyatdinova a Labuda [54). Sestavili DNA biosenzor skld-
dajici se z dsDNA adsorpéni vistvy na karboxylovém jednostén-
neém uhlikovém chitosanovém nanomateridlu deponovaném na
komeren/ uhlikové tiétané elekirode. Tento senzor byl piipraven
@ aplikovan pfi komplexnim vyzkumu pedkazeni DNA Stépenim
Fentonova typu (hydroxylové radikaly ve smési Cut, H,0, a kyse-
limy askorbové) a uspolddanim médlll-quercetin v 0,1 M fosfa-
tovém pufru (pH 7,0) 2a aerobnich padminek. Pocdtecni 2vyseni
SWV odezvy vnitiniho guaninu a adeninu oproti odezvé plvodni
dsDNA indikuje otevleni heltxové struktury v prvnim stadiu posko-
2eni. Zarover snizend odezva vmezefenéha thioridazinu potvrzuje
poskozeni helixové sktruktury spolu s rozsahlou degradaci fetézce
DNA a jeho odstranénim z povrchu elektrody [54]. S vyusitim SWV
byl studovan axidatni stress DNA vyvolany UV z&fenim [55]. Tech-
nii:ajezaloﬁenanaemymaﬂchéhmmzipoﬂcmnﬁh bazi DNA
na jednofetézcoveé ziomy (ssb) a jednoletdzcové oblasti (ssIDNA,
nebo oboji, Naddroubovicovs DNA vystavena UV zafeni byla spe-
cificky Stépena T4 endonukledzou V, enzy rozpoznavajicim
pyrimidinové dimery, hlavni produkty fotochemického potkozeni
DNA. Tato technika se vyznatuje zvy3enou senzitivitou a selektivi-
tou detekce polkozeni DNA baze ne? jakakoli jind elektrochemicka
meteda. Neni limitovana na poskozeni DNA in vitro, miZe deteko-
vat také podkozeni DNA béze v Zivich bakterialnich bukach [55].
Pro Uely nadi interni studie jsme se rozhodli pouzit metodu SWV
na grafitovych tidténych elektrodach, abychom uréili antioxidagni

kapacitu vzorkli krve pacienta trpiciho malignim onemocnénim
hlavy. Tomuto pacientovi (Sestiletému ditéti) byl diagnostikovan
neuroblastom. Voltamogram zobrazil dva piky oznacené aaa,
Respektive pozice pikil a, a a, jsou pfl 562420 mV a 839+17 mV.
Typicky voltamogram vzorku plazmy ukazuje obrazek 2. Primer-
nd plocha piki byla 6,8810° pAV U plku 8, 3424107 pAV u plku
a,. Zatimco pik 3, byl ve véech testovanych vzorcich, pik a, byl
v nékterych vzorcich téméf nepozorovatelny, Lze tedy fici, 28 vy-
Znamna patologle se nevztahuje ke viem endogennim antioxi-
dantiim, nybrz pouze ke specifické skuping, ale Jejich vliv neni
zcela pochopen.

2 Typicky vohtamogram ziskany rozborem plazmy zobrazuje dva piky:
pika, pfi niXim a a, pli vyldim potencidlu,

0.5 —‘—‘
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Zavér

Tento piispévek zdiraziuje roli elektrochemickych technik pfi
urCovani antioxidatni aktivity/kapacity v blologickych vzorcich
rostlinného phvodu a v klinickych vzorcich, Elekirochemicke tech-
niky jsou vzhledem k selektivité a itivitd vhodmm nastrojem
k uréavani antioxidatnl kapacity v biclogickich vzarcich, Jeliko2
se jednd o citlivé metody pi nizkych koncentracich antioxidan-
tl. Ziskané plky a jejich pozice navic umoiuji urdit potencidl-
ni piitomnost antioxidantu ve vaorku, V klinické diagnostice jsou
kladeny vysoké pozadavky na rychlou, plesriou a specifickou ana-
Iy2u. Velmi dile2its je také moznost pribé2ného monitorovini
a multiplexovani.

Jellkoz je vyZadovano Upiné a pfimé stanoveni antioxidantd, vy-
uZivaji se jako hlavni elektrochemické postupy techniky s fizenym
potencialem: cyklicks voltametrie, diferenéni pulzni voltame-
trie @ daldi voltametrické pfistupy & pritokova injekéni analyza
$ amperometrickou detekc, Viechny tyto techniky jsou vysoce
hodnaceny v korelaci s bezné udivanymi spektrof

metodami [56).

ymetrickymi
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