Stanoveni celkove antioxidacni aktivity
v biologickem materialu pomoci FIA-ECD
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Nase laborator se dlouhodobé zabyva vyuziti elektrochemie pro studium bioaktivnich latek. Byla vyvinuta metoda prutokove injekéni analyzy
s elektrochemickou detekci (FIA-ECD) pro hodnoceni celkové antioxidacni aktivity napoju, potravnich doplfiku a extraktu z ovoce, listi a bylin. Tato
metoda je zalozena na mereni naboje v uC a poskytuje objektivni srovnani schopnosti antioxidacnich latek predavat naboj nezavisle na matrici.
Byla pouzita pro hodnoceni celkove antioxidacni aktivity lidske moce. Metoda poskytuje velmi zajimave srovnani.
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FIA-ECD | |
Pristrojové vybaveni pro FIA-ECD: \

Model 582 Solvent Delivery Module + Model 542 HPLC
Autosampler + elektrochemicky detektor Coularray
Detector ESA, Model 5600A (ESA Inc, USA)

FIA-ECD podminky:

Mobilni faze: 90 % KH,PO, 0,05M + 10% ACN (pH 4,8)
Prutok: 1 mi/min

|sokraticky proces

Nastrik: 10 pl

Potencialy: 200, 400, 600 a 800 mV

Cas analyzy: 1,1 min
Vzorek zredeny mobilni fazi 1:3 (plna moc:mobilni faze)
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Obrazek 1: VVzor
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HPLC-MS/MS

Pristrojoveé vybaveni pro HPLC-MS/MS:
UltiMate 3000 Binary RSLC + TSQ Quantum Access Max s ionizaci
elektrosprejem H—ESI (Thermo Fisher Scientific, USA)

HPLC podminky:

Kolona: Kinetex F5 100 A 1,7 um 50 x 2,1 mm (Phenomenex),

s univerzalni predkolonou Zorbax Eclipse XDB- C18, 4,6 x 5 mm,
1,8 um (Agilent)

Mobilni faze A: 0,1 obj. % kyseliny mravenci ve vode

Mobilni faze B: 0,1 obj. % kyseliny mravenci v methanolu

MS Parametry:

lonizacni mod: ESI+

Scenovaci mod: SRM

Cas skenovaciho cyklu: 0,5 s

Tlak kolizniho plynu: 1,5 mTorr
‘eplota kapilary: 325 °C

‘eplota odparovaci jednotky: 300 °C
Tlak susiciho plynu: 45 arb units
Tlak cCisticiho plynu: 2 arb units
Hodnota sprejovaciho napeti: 3300 V

H Vysledky

Pomoci vyvinuté FIA-ECD metody byla zjistena celkova antioxidacni aktivita ve vzorcich sbirané mocCi Sedesatileteho dobrovolnika
v obdobi prosinec 2017 az listopad 2018 (celkem 281 vzorku). Ve vzorcich byly pomoci HPLC-MS/MS kvantifikovany markery oxidacniho
poSkozeni DNA (8-hydroxy-2'-deoxyguanosin) a RNA (8-hydroxyguanosin).V ramci studie byla posuzovana souvislost mezi hladinami markeru
poskozeni nukleovych kyselin v moci a hladinami antioxidacni aktivity lidske moce.
Prumérna hodnota antioxidacni aktivity vzorku moci (FIA-ECD) byla nalezena 360+£128 yC/ml a pohybovala se od 88 pC/ml do 872 uC/ml.
Koncentra¢ni hladiny biomarkeru sledovanych metodou HPLC-MS/MS se pohybovaly v rozmezi hodnot 1,5-163 ng/ml (8-hydroxyguanosin) a
0,1-103 ng/ml (8-hydroxy-2 "-deoxyguanosin). Prubéh nalezenych koncentracnich hladin analytu nekoreloval s antioxidacni aktivitou moce. Bylo

\zjiéténo, ze z hlediska antioxidacni aktivity muze byt lidska moC hodnotnéjsi nez kvalitni cervené vino.
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analyzator

Obrazek 2: Pristrojove vybaveni pro FIA-ECD: pumpy, autosampler,
CoulArray detektor a analyzator
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Prameér (uC) 8-OH-guanosin (ng/ml) 2-deoxy-8-OH-gua (ng/ml)

Obrazek 3: Stanoveni celkové antioxidacni aktivity ve vybranych
vzorcich pomoci prutokové injekCni analyzy s elektrochemickou
detekci.

Obrazek 4: Grafické srovnani vysledku méreni celkové antioxidacni aktivity plné moce metodou FIA-ECD a méfeni

koncentrace dvou biomarkerd metodou UPLC-MS/MS

Studie byla vypracovana za podpory AZV CR, projekt ¢. 15-27580A a za podpory NAZV, projekt &. QK1910296.



