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Uvod

Vyvazena strava bohatd na ovocie a zeleninu
s vysokym obsahom prirodnych antioxidantov preukéaza-
tel'ne znizuje riziko vyvoja chronickych ochoreni, akymi
su diabetes, koronarna choroba srdca a ciev, rakovina,
Alzheimerova choroba, sivy zakal'™. Hydroxybenzoové
kyseliny a ich derivaty, obsiahnuté v mnohych prirodnych
produktoch vykazuju antioxidaéné vlastnosti*™.

K volnym radikalom a reaktivnym metabolitom, kto-
ré s vychytdvané hydroxybenzoovymi kyselinami, patria
najmd volné radikaly a reaktivne metabolity dusika, ako
napriklad oxidy dusika (NO® a NOO), nitrézoperoxylovy
radikal (ONOQ"), peroxonitrit (ONOQ"), ako aj hydroxy-
lovy radikal (OH") vznikajuci z kyseliny peroxodusitej”'*
(ONOOH). Peroxonitrit, vznikajici zoxidu dusného
a superoxidu, sposobuje peroxidaciu lipidov a néasledné
bunkové poskodenie, je zodpovedny za inaktivaciu mno-
hych enzymov, za aktivaciu signalizicie stresu, uvolnenie
proapoptotickych faktorov ako aj za kardiovaskuldrnu
dysfunkciu pri septickom Soku''.

V predlozenej praci popisujeme vysledky reakcii Str-
nastich derivatov kyseliny benzoovej s peroxonitritom,
s cielom urcit’ perspektivnu zlu¢eninu vhodnu pri predcha-
dzani oxida¢ného poskodenia.

Material a metody

Zasobné roztoky: fosfore¢nanovy tlmivy roztok (PBS,
¢=0,05 mmol "', pH 7,4); roztok kyseliny chlorovodiko-
vej (HCI, ¢ = 0,6 molI™"); roztok dusitanu draselného
(KNO,, ¢ = 0,6 mol ') roztok hydroxidu sodného (NaOH,
¢ = 1,2mol I'"), roztok peroxidu vodika (H,O,, ¢ =30% v/v).
Vyslednd koncentracia Standardnych roztokov Studovanych
derivatov kyseliny benzoovej (obr. 1) bola 0,1 % w/w.
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Zasobny roztok peroxonitritu bol pripraveny vzdy
pred meranim podla Beckmana aspol.'> a pozostaval
z roztoku peroxidu vodika v kyseline chlorovodikovej
s pridavkom KNO, a NaOH. Takto pripravena zmes bola
vymrazena cez noc pri teplote —20 °C. Koncentracia pero-
xonitritu v zasobnom roztoku bola stanovena vypoctom na
zéklade absorbancie pri vinovej dizke 302 nm (¢ = 1670
mol ™1 ecm™). Na vyslednu koncentraciu 0,5 mmol I"' pero-
xonitritu bol zasobny roztok riedeny fosfore¢nanovym
timivym roztokom.

Pouzité chemikalie boli Cistoty p.a. a na pripravu roz-
tokov bola pouzitd deionizovana voda (Simplicity, Milli-
pore, Francuzsko) prebubldvand dusikom.

Reakcie vychytavania peroxonitritu boli detegované
UV/VIS spektrofotometrom Shimadzu MultiSpec-1501 pri
vinovej dizke od 200 nm do 500 nm, v kinetickom reZime,
pocas 60 min, pri teplote 37 °C vreakénej zmesi
0,5 mmol I peroxonitritu obsahujicej 0,0025 % w/w
Studovane;j latky.

Vysledky

Antioxidac¢né vlastnosti testovanych latok sme posu-
dzovali na zaklade narastu absorbancie v oblasti vinovych
dizok 325 az 400 nm, charakteristickych pre vznikajuce
produkty reakcie peroxonitritu a testovanej latky, a zaro-
ven na zaklade rychlosti jednotlivych reakcii. Spomedzi
Studovanych hydroxybenzoovych kyselin sme najvacsi
narast absorbancie v spomenutej oblasti pozorovali
v pripade reakcie peroxonitritu s kyselinou gallovou. Na
zaklade zmien absorbancii sme vypocitali reakéné rychlo-
sti pre konkrétne reakcie (tab. I). Reakcia s najvysSou re-
akénou rychlostou bola zaznamenana v pripade reakcie
peroxonitritu s kyselinou gallovou, ktora aj na zaklade
porovnania reakénych rychlosti vykazuje najlepSie antioxi-
nitrit (v=—7,67-10 ° mol min ). Kyselina kévovéa dosaho-
vala v podobnej reakcii po 30. minate druhi najvyssiu
reaként rychlost (v =-6,67-10° mol min "), aviak rych-
lost’ reakcie po 60. miniite dosiahla hodnotu v =—1,33-10"°
mol min ', ktora bola az §tvrtd najvyssia v poradi za kyse-
linou 2,4-dihydroxybenzoovou, kyselinou 3,4-dihydroxy-
lost spomedzi meranych reakcii sme zaznamenali
v pripade kyseliny 2,5-dihydroxybenzoovej, ktord dosaho-
vala hodnotu v = —0,02-10 " mol min".

Diskusia

Stadiu peroxonitritu sa venuje vysokd pozornost,
o dom svedgia aj postupne pribudajuce prace'>'®. Peroxo-
nitrit vznika v extrémne rychlej reakcii'’, ktorej rychlostna
konstanta je k = 6,7-10° mol™ 1 s™'. Patri k pomerne silnym
oxidantom, prijimat’ dokaZe jeden alebo dva elektrony, a to
podra nasledujucich reakcii'":
jednoelektronovy prenos:
ONOO™ + le” +2H" — H,0 + NO,’
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Obr. 1. Struktiry $tudovanych derivatov kyseliny benzoovej

dvojelektronovy prenos:
ONOO™ +2¢ +2H" — H,0 + NO,"

Spomedzi fenolov sa najlepSie antioxida¢né schop-
nosti prisudzuju hydroxybenzoovym kyselindm s ¢o naj-
vacsim poctom hydroxylovych funkénych skupin, umies-
tnenym na susediacich uhlikovych atémoch. Sroka
a Cisowski'® skimali schopnost’ vychytavat peroxidovy
radikdl r6znymi hydroxybenzoovymi kyselinami. Najvy-
$$iu ucinnost’ potvrdili v pripade trihydroxybenzoovych
kyselin, s hydroxylovymi skupinami lokalizovanymi na
susediacich uhlikovych atomoch a najnizsiu v pripade
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monohydroxybenzoovych kyselin. V pripade dihydroxy-
benzoovych kyselin uvadzajii Sroka a Cisowski'® vyssiu
antioxida¢nll ucinnost, ak hydroxylové funkéné skupiny
su situované na susediacich uhlikovych atomoch. Kyselina
gallova je trividlnym nézvom kyseliny 3,4,5-trihydroxy-
benzoovej, ktorej tri hydroxylové skupiny st na benzénové
jadro napojené na susediacich uhlikovych atomoch,
v polohdch meta — para — meta vzhl'adom ku karboxylovej
skupine. Spomedzi §tudovanych zlicenin sme najvyssiu
reakénu rychlost’ vreakcii s nitroperoxidom a najvyssiu
schopnost’ vychytavat’ nitroperoxid na zaklade tvorby nit-
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Tabul'ka I
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Rychlost’ reakcie vychytavania peroxonitritu Studovanymi derivatmi kyseliny benzoovej (koncentracia peroxonitritu je

stanovend vypoctom na zéklade absorbancie pri Az, a € = 1670 mol ' ecm ')

Cas [min] A [A302 nm) ¢ [mol I'"] v[mol min™] | Cas [min] A [A302 o) ¢ [mol I''] v [mol min']
2-HBA 3-HBA

0 0,429 0,26-107° 0 0,309 0,19-10°

30 0,339 0,20-107 -2,00-10° |30 0,319 0,19-107 nd*®

60 0,263 0,16-10°° -1,33-10° |60 0,321 0,19-107 nd?®
4-HBA 4-HBAM

0 0,579 0,35-107 0 0,987 0,59-10°

30 0,603 0,36-107° nd*® 30 0,981 0,58-107 -3,33-10"7
60 0,569 0,34-107 —6,67-107 | 60 0,971 0,58-107 -2,0-107
4-HBAP ASA

0 0,765 0,46-10°° 0 0,674 0,40-10°

30 0,768 0,46-107° nd*® 30 0,583 0,35-107 nd*®

60 0,76 0,45-10° nd* 60 0,508 0,32:10° -1,0-10°°
2,3-DHBA 2,4-DHBA

0 0,22 0,13-10° 0 0,988 0,59-10° 0

30 0,305 0,18:10° nd* 30 0,916 0,55-10° nd®

60 0,237 0,14-107 ~1,33-10° |60 0,786 0,47-107 -2,67-10°°
2,5-DHBA 2,6-DHBA

0 0,062 3,71-10° 0 0,384 0,23-10°

30 0,064 3,83-10° nd® 30 0,378 0,23-10° nd®

60 0,054 3,23-107 -0,02-10% |60 0,364 0,22-107 -3,33-1077
3,4-DHBA 3,5-DHBA

0 1,149 0,68-10°° 0 0,199 0,12-107

30 0,139 0,08:10°° nd* 30 0,291 0,17-10° nd®

60 0,001 0,001-10°° -2,65-10° |60 0,238 0,14-10° -1,0-10°
GA c4

0 0,772 0,46-10° 0 0,551 0,33-10° 0

30 0,391 0,23:10° ~7,67-10° |30 0,224 0,13-10° —6,67-10°°
60 0,289 0,17-10° -2,0-10°° 60 0,142 0,09-10° -1,33-10°°

* nd — rychlost’ reakcie nebola stanovend, ked’ze rychlost’ reakcie nezodpovedala predpokladanému reakénému mechanizmu

roderivatov charakterizovanych zvysenim signalu absor-
bancie v oblasti vinovych dizok 325-400 nm zaznamenali
v pripade kyseliny gallovej. Teoriu Sroku a Cisowského'®
sme tym naSimi vysledkami potvrdili. Daldim aginnym
antioxidantom v naSom experimente je kyselina kavova
(kyselina 3,4-dihydroxyskoricovd) a kyselina 3,4-di-
hydroxybenzoova, obe s hydroxylovymi funkénymi skupi-
nami na susediacich uhlikovych atdbmoch v polohach meta
a para, ako aj kyselina 24-dihydroxybenzoova
s hydroxylovymi funkénymi skupinami v polohe orto
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a para. Zaujimavé je zistenie, ze napriek svojim dvom
hydroxylovym skupindm v polohe orto a meta (na vzdiale-
nych uhlikovych atomoch) vykazovala kyselina 2,5-di-
hydroxybenzoova niz§iu reaként rychlost’ nez Studované
monohydroxybenzoové kyseliny.

Kova¢ a Lesko'’ vo svojej praci upozornili na skutoé-
nost, ze pri reakciach tvorby nitroderivatov vykazuja tvo-
rené produkty zvySené absorbancie pri vysSich vinovych
dizkach nez boli maxima samotnych reaktantov pred reak-
ciou. Tuto skutoCnost’ sme pri reakciach peroxonitritu
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s testovanymi antioxidacnymi latkami ocakéavali a zazna-
menali v pripade kyseliny gallovej, kavovej, 2,4-di-
hydroxybenzoovej a kyseliny 3,4-dihydroxybenzoove;j.

Zaver

Nami testované latky patria pre Gcely Stidia vplyvu
Struktary hydroxybenzoovych kyselin na ich antioxidacné
vlastnosti k vhodnym modelovym zliéeninam, ked’ze hyd-
roxylové funkéné skupiny na benzénovom jadre st pritom-
né v roznom pocte a v réznych polohach. Na zéklade vy-
sledkov nasho experimentu usudzujeme, ze poloha hydro-
xylovych funkénych skupin na benzénovom jadre mé na
antioxida¢nu schopnost’ hydroxybenzoovych kyselin vacsi
vplyv nez samotné mnoZzstvo hydroxylovych funkénych
skupin. Spomedzi Studovanych latok patri k najlepsim
antioxidantom kyselina gallova. Vynikajice vysledky sme
dosiahli aj s kyselinou 2,4-dihydroxybenzoovou, 3,5-di-
hydroxybenzoovou a kyselinou kdvovou.

Sledovanie a poznanie antioxida¢nych vlastnosti tych-
to latok je vel'mi doleZité, pretoze tieto latky nachadzaju
Coraz vicsie uplatnenie, a to nie len v potravinarskom prie-
mysle, ako konzervacné latky, ¢i aditiva zvySujlce biolo-
gicki hodnotu potravin, ale aj v medicine, napriklad pri
vyrobe liekov a vyZzivovych doplnkov a stavaju sa tak bez-
nou stcastou nasho kazdodenného Zivota. Vd’aka svojim
jednoduchym chemickym Struktiram sa vyuZzivaju pri
pochopeni suvislosti medzi antioxidacnymi vlastnostami
a Strukturou zlozitejSich molekul, odvodenych od hydroxy-
benzoovych  kyselin, alebo zlozitejSich  molekul
s podobnymi funkénymi skupinami. Vedomosti o antioxi-
daénych vlastnostiach a vztahu medzi Struktarou
a antioxidacnymi vlastnost’ami latok su dolezité z hl'adiska
pochopenia pdsobenia antioxidantov a moznosti ich sprav-
neho vyuzitia v rdznych medicinskych oboroch, ato bud’
priamo pri prevencii a liecbe ochoreni, alebo pri detekcii
markerov patologickych procesov.

Vybrané hydroxybenzoové kyseliny — kyselina gallo-
va, kyselina 2,4-dihydroxybenzoovd, kyselina 3,5-di-
hydroxybenzoova, kyselina kavova — maju vd’aka schop-
nosti vychytavat’ peroxonitrit vel'ky potencial v prevencii
ochoreni sposobenych oxidacnym stresom.

Praca bola financne podporend z projektu VEGA
1/0115/14.
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Hydroxybenzoic acids are effective radical scaven-
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