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Streszczenie

W pracy przedstawiono nowa metod¢ pomiaru Catkowitego Potencjatu
Antyoksydacyjnego (CPA) z wykorzystaniem wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (HPLC) w uktadzie faz odwroconych z detekcja fluore-
scencyjng. Jako putapke spinowa, sensor zastosowano kwas tereftalowy.
CPA odniesione jest do wystepujacych naturalnie, najsilniejszych (najbar-
dziej reaktywnych) rodnikéw hydroksylowych, co jest olbrzymia zaleta
proponowanej metody. Rodniki te generowane sa w reakcji analogicznej
do Fentona (Fe(II) z nadtlenkiem wodoru w pH oboj¢tnym).

Stowa kluczowe: wysokosprawna chromatografia cieczowa, catkowity
potencjat antyoksydacyjny, reakcja Fentona, rodnik hydroksylowy.

Chromatographic measurement of total
antioxidant potential

Abstract

Antioxidants are crucial group of compounds in food chemistry, cosmetology
and medicine. Therefore, many methods of their analysis are already
described in the literature. Constitution of real samples is usually unknown
and many antioxidants can interact each other. Hence, more useful information
frequently provides the summaric value - Total Antioxidant Potential
(TAP) which reflects concentration of all antioxidants in the sample
multiplied by their antioxidant power. Although many assays are presented
in the literature, the methods based on true reactive oxygen species provide
the most realistic measure of antioxidant activity and are still needed. The
proposed assay is related to the hydroxyl radicals, generated in the Fenton
reaction. The product of its reaction with the sensor, terephthalic acid, was
analysed using reversed phase high performance liquid chromatography
with the fluorescence detection. Decrease of the surface area of its peak,
caused by competition between the sample and sensor, is the TAP measure.
The elaborated assay was practically tested on the samples of alcoholic
drinks, teas as well as herbal infusions.

Keywords: high performance liquid chromatography, total antioxidant
potential, Fenton reaction, hydroxyl radical.

1. Wprowadzenie

Wolne rodniki wytwarzane sa w trakcie przebiegu szeregu re-
akcji radiochemicznych, fotochemicznych, a w szczegdlnosci
reakcji redoks, w tym przebiegajacych w cyklu Krebsa na we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej. Ze wzgledu na duza reaktyw-
no$¢ niektorych z nich dochodzi do wytworzenia wielu wtoérnych
rodnikéw o réznej trwalosci i reaktywnosci. W organizmach
zywych reaguja one gtéwnie z DNA, lipidami i biatkami. Szcze-
gblnie narazone s3 na nie mitochondria (gdzie sa wytwarzane)
i blony komdrkowe, w ktorych tlen i jego pochodne sa najlepiej
rozpuszczalne [1]. Ich uszkodzenia prowadza do apoptozy komo-
rek. Sa one takze przyczyna powstawania komodrek nowotworo-
wych, miazdzycy, choroby Parkinsona, Alzheimera itp.

W toku ewolucji organizmy zywe nauczyly si¢ zwalczaé szko-
dliwe dziatanie rodnikdéw wytwarzajac antyoksydanty czyli
zwigzki, ktore obecne w malych ilosciach (stezeniu) likwiduja
wolne rodniki i/lub utleniacze. W literaturze opisanych jest wiele
metod oznaczania zardwno poszczegélnych wolnych rodnikéw,
jak 1 antyoksydantow [2, 3]. Miarg odzwierciedlajaca sumaryczne
stezenie wolnych rodnikow moze by¢ stgzenie najbardziej reak-
tywnego rodnika, hydroksylowego [4], lub tez produktow reakcji
rodnikow ze skladnikami zywej materii. Poniewaz rodniki hy-
droksylowe sa bardzo reaktywne ich stgzenie w probkach biolo-
gicznych jest bardzo mate i dlatego do ich oznaczania stosuje si¢
metode putapki spinowej. Polega ona na wprowadzeniu do bada-
nego materiatu zwigzku wzglednie nietoksycznego (w przypadku
badan na ludziach), a nastgpnie oznaczeniu produktu jego reakcji
z rodnikiem. Najcze$ciej stosowanymi sensorami sa egzogenne
pochodne aspiryny, fenyloalanina czy tez kwas tereftalowy (TFA)
[5]. Produkty reakcji tych zwigzkéw z badanym rodnikiem ozna-
czane s3 za pomocg elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR) lub chromatograficznie. W przypadku barwnych zwiazkow
fotometrycznie lub fluorymetrycznie [6, 7].
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Zardéwno stezenia jak i reaktywnosci wolnych rodnikow (reak-
tywnych form tlenu) mozna oznacza¢ wieloma technikami. Po-
grupowaé je mozna z punktu widzenia mechanizmu reakcji lub
stosowanej techniki analitycznej. Ze wzgledu na nieznajomos$é
sktadu rzeczywistych probek biologicznych i mozliwos¢ oddzia-
lywania poszczegélnych antyoksydantow migdzy sobg czgsto
oznacza si¢ wielko$¢ sumaryczna, proporcjonalng do iloczynow ze
stezen wszystkich antyoksydantéw w probce przez ich state szyb-
kosci. W literaturze uzywa si¢ wielu definicji, okreslen i akro-
nimoéw sumarycznej zdolnosci zmiatania wolnych rodnikéw, np.:
TRAP - total redox antioxidant potential, TAC — total antioxidant
capacity, TAP — total antioxidant potential, FRAP — ferric reducing
ability of plasma, TAR — total antioxidant reactivity, ORAC —
oxygen radical absorbance capacity, TEAC — trolox—equivalent
antioxidant potential [8, 9]. W pracy stosowany jest akronim
CPA - catkowity potencjat antyoksydacyjny.

Wigkszo$¢ metod pomiaru CPA opiera si¢ na wytworzeniu rod-
nika (na ogét w wyniku rozpadu zwiazku termolabilnego), a na-
stepnie jego reakcji z tzw. sensorem. Postep reakcji mozna obser-
wowaé dowolng technika analityczna. W szczegdlnosci fotome-
trycznie lub fluorometrycznie. W zaleznosci od tego czy sygnat
pochodzi od rodnika czy od sensora i czy od substratu czy od
produktu reakcji obserwuje si¢ sigmoidalng zalezno$¢ rosnaca lub
malejaca. Dodatek probki do mieszaniny opdznia reakcje. To
op6znienie jest miarg CPA. Pomiary te sg szeroko stosowane
w przypadku skomplikowanych probek biologicznych, w szcze-
go6lnosci surowicy lub osocza krwi [10].

W metodach chromatograficznych wykorzystuje si¢ generacje
rodnikéw hydroksylowych w reakcji Fentona [1, 11]:

F&®™ + H0, » Fe’" + OH + “OH 6))
a nastgpnie ich posrednie oznaczanie wspomnianymi powyzej
technikami [12]. Rodniki reagujg zaréwno z sensorem, jak i bada-

ng probke. Konkurencyjna reakcja z probka zmniejsza pik chro-
matograficzny produktu reakcji rodnika z sensorem (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat mechanizmu pomiaru catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego
metodg chromatograficzng
Fig. 1. Mechanism of the chromatographic assay of CPA measurements

W literaturze opisane sg techniki z kwasem salicylowym lub
p-hydroksybenzoesowym jako sensorem i detekcja elektroche-
miczng [12]. W pracy przedstawiona zostanie mozliwos¢ zastoso-
wania kwasu tereftalowego, stosowanego juz do oznaczania rod-
nika hydroksylowego, jako sensora. Produkt jego reakcji z rodni-
kiem hydroksylowym, kwas 4-hydroksyltereftalowy (HTFA),
oznaczany bedzie za pomoca HPLC z detekcja fluorescencyjna.

2. Aparatura i warunki pomiarowe

W Zaktadzie Chemii Analitycznej Uniwersytetu Przyrodniczo-
Humanistycznego w Siedlcach pomiary CPA wykonywane sg
przy uzyciu wysokosprawnego chromatografu cieczowego firmy
KNAUER® (Berlin, Niemcy) (rys. 2) sktadajacego sie z:

o butli z eluentem,

e modulu Smartline Manager 5000 z czterokanalowym degaze-
rem on-line oraz interfejsem analogowo-cyfrowym umozliwia-
jacy podiaczenie detektoréw innych firm,

o dwuttokowej pompy Smartline 1000 z wbudowanym zespotem
zaworow sterujacych czterosktadnikowym gradientem po stro-
nie niskiego cis$nienia z regulowanym przeptywem fazy rucho-
mej w zakresie 0,001 + 50 ml/min,

e mieszadla magnetycznego fazy ruchome;j,

e autosamplera Smartline 3900 (objgtosé petli 20 pl),

e termostatu kolumn Smartline 4000, pracujacym w zakresie
temperatur 5 + 85°C z doktadnoscia 0,1°C,

o kolumny analitycznej Eurospher RP-18 (5 um, 250 x 4 mm),

o detektora fluorescencyjnego RF-104AXL (Shimadzu, Tokio,
Japonia),

e komputerowych systemow rejestracji i przetwarzania danych —
Eurochrom 2000 oraz Clarity Chrom wersja 2.6.2,

e zbiornika eluatu.

Rys. 2. Schemat blokowy chromatografu cieczowego firmy Knauer: 1 - butle
ze sktadnikami fazy ruchomej, 2 - pompa, 3 - manager, 4 - mieszadto,
5 - automat do pobierania probek, 6 - termostat z kolumna, 7 - detektor
fluorescencyjny, 8 - butla na eluat i 9 - komputer

Fig. 2. Block diagram of the liquid chromatograph (Knauer): 1 - bottles with
ingredients of the mobile phase, 2 - pump, 3 - manager, 4 - agitation,
5 - autosampler, 6 - thermostat with a column, 7 - fluorescence detector,
8 - bottle with the eluate and 9 - computer.

Rodniki hydroksylowe wytwarzane byly w reakcji Fentona
w ukladzie pomiarowym sktadajacym si¢ z 5 mM buforu fosfora-
nowego pH = 7,4; 1 mM roztworu kwasu tereftalowego; 0,03%
roztworu nadtlenku wodoru i 1 mM roztworu siarczanu (VI) zela-
za (II), dodawanego na koncu i inicjujacego reakcje. Wygenero-
wane rodniki wytwarzaly kwas hydroksytereftalowy. Tak przygo-
towany roztwor byt wstrzykiwany na kolumng za pomoca automa-
tu do pobierania probek po uptywie 7 minut. Wskutek konkuren-
cyjnej reakcji TFA i probki z rodnikami obserwuje si¢ obnizenie
wysokosci piku chromatograficznego pochodzacego od HTFA
(w stosunku do mieszaniny nie zawierajacej probki), co jest miarg
CPA. Czas reakcji, jak i stgzenia poszczegdlnych reagentéw wy-
znaczano eksperymentalnie [14].

312 nm
COOH \ COOH
+'OH —
OH
COOH COOH
kwas TFA kwas HTFA

nie ulega fluorescencji ulega fluorescencjii * 428 nm

Rys. 3. Reakcja putapkowania rodnika hydroksylowego kwasem tereftalowym
Fig. 3. Hydroxyl radical trapping reaction of terephthalic acid
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Pomiary chromatograficzne prowadzono w uktadzie faz odwro-
conych (faza ruchoma jest bardziej polarna niz stacjonarna)
w temperaturze 20°C, przy przeptywie fazy ruchomej 1,0 ml/min.
Przed przystapieniem do analizy kolumne¢ stabilizowano w tempe-
raturze 20°C, przy przepltywie eluentu 0,02 ml/min przez jedna
godzine. Faza ruchoma byt bufor fosforanowy o pH = 6,6. Przygo-
towano go przez zmieszanie 312,5 ml 0,2 M roztworu NaH,PO,
i 187,5 ml 0,2 M roztworu K,HPO, a nastgpnie dopetnienie woda
destylowang do 1 litra. pH buforu mierzono za pomocg pehametru
OP-208/1 firmy RADELKIS (Budapeszt, Wegry) stosujac elek-
trode kombinowang OSH 10-10 electrode (Metron, Szwajcaria).
Objetos¢ probki, wstrzykiwanej za pomocag automatu na kolumne,
wynosita 20 pl. Wszystkie roztwory wykorzystane w badaniach
przygotowano z wody trojkrotnie destylowanej z kwarcu.

Sygnat wyjsciowy detektora fluorescencyjnego pracujacego
przy dhugosci fali wzbudzenia 312 nm i emisji 428 nm (rys. 3),
charakterystycznych dla badanego kwasu HTFA [13], byt monito-
rowany w sposob ciagly przez komputer. Kazdy pomiar byt po-
wtarzany trzykrotnie, a $rednia uzyskanych wynikow stanowita
wynik koncowy. Wyniki analizowano testem istotnosci #-Studenta
dla prob niezaleznych.

W pracy przedstawiono zaré6wno metodyke pomiaru CPA jak
i jego zastosowanie na przyktadzie réznych napojéw alkoholo-
wych oraz ekstraktow ziot i herbat. Napary ziot i herbat przygo-
towano poprzez rozpuszczenie nawazki 1 g, a nastgpnie parzenie
przez 15 minut w 10 ml gotujacej wody destylowanej. Napoje
alkoholowe byly przed analiza rozcieficzane 10-krotnie woda
destylowang. Tak przygotowane roztwory przed analizg chroma-
tograficzng byly oczyszczane przez saczenie przez saczek mem-
branowy o $rednicy poréw 0,22 um (Milipore, Bedford, USA).

3. Wyniki i dyskusja

Przyktadowy chromatogram HTFA powstatego w wyniku reak-
cji TFA z rodnikami hydroksylowymi przedstawiono na rys. 4.
Zaobserwowa¢ mozna na nim inne piki, pochodzace prawdopo-
dobnie z reakcji ubocznych (np. reakcji HTFA z rodnikami).
Chromatogram mieszaniny poreakcyjnej z badana probka (w tym
przypadku napar z pokrzywy) pokazano na rys. 5. Z poréwnania
chromatograméw wynika, ze dodatek probki zmniejsza pik (wy-
sokos$¢ i pole powierzchni) HTFA. Obecno$¢ dodatkowych pikow
widocznych na rys. 5 pochodzi od innych fluoryzujacych zwigz-
kéw zawartych w probce — gldwnie antyoksydantow. Wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa pozwala na ich obserwacjg,
oznaczenie i ewentualne rozdzielenie poprzez zmiang warunkow
pomiarowych (np. temperatury), jesli ktorys z pikow pokrywalyby
si¢ z oznaczanym kwasem. Takie zmiany w polu powietrzni piku
HTFA zaobserwowa¢ mozna dla wszystkich badanych probek
rzeczywistych o potencjalnych wlasciwosciach antyoksydacyj-
nych. Réznica w polu powierzchni piku jest tym wicksza (wigksze
CPA) im badana prébka wykazuje silniejsze wlasciwosci antyok-
sydacyjne.
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Rys. 4. Chromatogram kwasu HTFA powstalego w wyniku reakcji Fentona
Fig. 4. HPLC chromatogram of HTFA acid resulting from the Fenton reaction
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Rys. 5. Chromatogram kwasu HTFA z mieszaniny reakcyjnej zawierajacej
dodatkowo badang probke — napar z pokrzywy

Fig. 5. Chromatogram of HTFA acid of reaction mixture containing additional
test sample - nettle infusion

Przyktadowe wartosci CPA, uzyskane za pomocg opisanej me-
tody, napojow alkoholowych i naparéw ziotlowych przedstawiono
narys. 6 i 7. Sposrdd zbadanych zidt najsilniejszymi wlasno$ciami
antyoksydacyjnymi (w granicach niepewnosci pomiarowych)
charakteryzowaly si¢ napar z zielonej i bialej herbaty. Spowodo-
wane to jest tym, ze w zasadzie herbata biata jest odmiang herbaty
zielonej (liscie poddane sa tylko procesowi wigdnigcia i suszenia,
nie s3 sfermentowane). Roznica polega na tym, ze herbata biata
powstaje tylko z mtodych pakéw lisci. Dzigki zastosowaniu takiej
obrobki liscie zachowuja kolor zielony, a takze cenne wlasciwosci
lecznicze.
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Rys. 6. Wartosci CPA naparéw ziotowych
Fig. 6. TAP values of different herbal infusions
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Rys. 7. Warto$ci CPA napojow alkoholowych
Fig. 7. TAP values of different alcohols

Czerwone wino powstaje, jako produkt fermentacji catych wi-
nogron, zas wino biale z fermentacji soku. Za barwe czerwonego
wina odpowiadaja m.in. zawarte w nim antocyjany i resweratrol.
Jego spozywanie w umiarkowanych ilosciach skutecznie zapobie-
ga chorobie wiencowej [15]. Badanie calkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego wykazato, ze faktycznie wina czerwone sa
zmiataczami rodnikéw hydroksylowych. Jednakze wyzsze warto-
Sci CPA uzyskano dla mocnych alkoholi. Spowodowane jest to
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tym, ze rodniki hydroksylowe reaguja nie tylko z silnymi antyok-
sydantami, jak inne opisane w literaturze metody pomiarowe [16],
a takze ze stabymi, do ktorych zalicza si¢ m.in. alkohol etylowy.
Dlatego uwazamy, ze zaproponowana technika jest dopetniajaca
do innych juz opisanych. Dostarcza ona dodatkowych informacji,
co jest szczegolnie istotne dlatego, ze rodniki hydroksylowe fak-
tycznie wystgpuja w organizmach zywych i s3 to najsilniejsze
znane naturalne utleniacze. Najwyzsza warto§¢ CPA przypada dla
wysokoprocentowych likieréw, Balsamu fotewskiego 1 Unicum.
Ich silne wlasciwosci antyoksydacyjne spowodowane sa zawarto-
Scig duzych ilo$ci zwiazkow polifenolowych (w tym flawono-
idow) [17, 18], a takze od duzego stgzenia alkoholu etylowego.

4. Wnioski

Z przeprowadzonych pomiardw wynika, ze wysokosprawna
chromatografia cieczowa pozwala na proste i szybkie oszacowanie
mocy antyoksydacyjnej réznych produktow spozywczych. Kwas
tereftalowy moze by¢ zastosowany jako sensor do oznaczania
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego. Wykorzysta¢ w tym
celu mozna rowniez inne sensory i detektory co jest przedmiotem
dalszych badan w Zakladzie Chemii Analitycznej UPH. Zaleta
opracowanej metody, w stosunku do innych opisanych w literatu-
rze jest jej odniesienie do rodnika hydroksylowego. Poniewaz jest
on najbardziej reaktywnym rodnikiem i wystgpuje w naturalnych
probkach biologicznych, sensowne wydato si¢ wykonywanie
pomiaré6w CPA wtasnie w stosunku do niego.
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