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INSTRUKCJE DO CWICZEN
Ekstrakcja zwiazkow o charakterze przeciwutleniaczy z materialu biologicznego.
Przed rozpoczeciem ¢wiczen nalezy odebra¢ z pokoju przygotowawczego lub od kierownika ¢wiczen falkon a 50 ml.
Przed ¢wiczeniami nalezy zala¢ wybrane ziota (herbate itp.) wrzaca woda (w kubku lub szklance) i po kilku minutach
wyjac saszetke. Napar przestudzié, przela¢ do falkonu i przynie$¢ na ¢wiczenia. Na Kazde zajgcia nalezy przynies$é
$wiezy napar.
Oprocz wykonania testow czynnoSciowych (zbadania wphywu otrzymanych ekstraktow na konkretny proces lub reakcje enzymatyczng) kazdy
zespot jest zobOWigzany do wykonania analiz otrzymanych ekstraktow.

ANALIZY EKSTRAKTOW:

Oznaczenia ilosciowe

Calkowita zawartos$¢ zwiazkéw polifenolowych

Do probowki eppendorfa przenie$¢ 50 ul badanej probki, 50 pl odczynnika Folina-Ciocalteau (rozcienczonego 1:1
wodg destylowang, przygotowujemy takg ilo§¢ odczynnika, jaka zostanie zuzyta do do$wiadczenia), 100 ul 14%
roztworu weglanu sodowego i uzupetni¢ do 1 ml woda destylowana. Wymiesza¢. Po 25 minutach inkubacji w temp.
pokojowej w ciemnos$ci probki zwirowaé (jezeli potrzebne) przez 5 min przy 7000 obrotow/min. Zmierzy¢ warto$¢
absorbancji przy dtugos$ci fali 720 nm wobec proby odczynnikowej. Tlo$¢ zwiazkow fenolowych wyrazong w mg/ml
ekstraktu obliczy¢ ze wzoru: Az20x0,3707-0,0005. Otrzymany wynik przeliczy¢ na gram suchej masy materiatu
wykorzystanego do przygotowania ekstraktow (pamigta¢ o obliczeniu odchylenia standardowego).

Calkowita zawartos¢ flawonoidow

Do probowki eppendorfa przenies¢ 25 pl badanego naparu, 0.4 ml metanolu, 25 ul 10 % roztworu AlCl; x 6 H20, 25
ul 1 M roztworu CH3COONa i 0.7 ml H,O. Wymiesza¢. Pozostawi¢ na stole laboratoryjnym na 40 minut. Po tym
czasie zmierzy¢ absorbancj¢ prob przy A= 415 nm. Wiedzac, ze 0.04 mg kwercetyny daje w warunkach testu
Au15=0.483 obliczy¢ ekwiwalent kwercetyny dla kazdej proby badanej i poda¢ w przeliczeniu na 1 g suchej masy
poddanej ekstrakcji (pamiegta¢ 0 obliczeniu odchylenia standardowego).

Calkowita zawarto$¢ kwasow fenolowych

1. Do probowki przeniesé¢ 50 ul badanego naparu, 0.6 ml H2O, 125 ul 0.5 M roztworu HCI, 125 ul odczynnika Arnova
(10% wodny roztwor azotynu sodowego i molibdenianu sodowego) i 125 ul 1 M NaOH. Wymiesza¢. Po 10 minutach
zmierzy¢ absorbancje przy A=490 nm. Wiedzac, ze krzywa standardowa wykonana w analogicznych warunkach dla
kwasu kawowego wyrazona byla funkcjg o réwnaniu y = 14,68x - 0,0109 (na osi 0X naniesiono mg kwasu
kawowego) odczyta¢ ekwiwalent kwasu kawowego dla kazdego ekstraktu. Przeliczy¢ wyniki na 1 g suchej masy
poddanej ekstrakcji (pamigta¢ 0 obliczeniu odchylenia standardowego).



Oznaczanie calkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej ekstraktow z materialu biologicznego metoda redukcji
jonoéw zelaza(l1l) (antyoksydanty prewentywne, FRAP). Wyznaczanie 1Cso.

Antyoksydanty na ogét sq zwigzkami redukujqcymi, stgd metody oznaczania ich zawartosci w jakims materiale czesto opierajq si¢ na pomiarze
redukcji jakiegos indykatora przez antyoksydanty. Antyoksydanty mogq redukowaé jony Fe®* do Fe?*, ktére tworzq barwny kompleks z 2,4,6-
tripirydylo-S-triazyng (TPTZ). Przyrost absorbancji tego kompleksu przy 593 nm jest miarg zawartosci antyoksydantéw w badanej probie.
Dodatkowo, niektore przeciwutleniacze fenolowe posiadajg zdolnosé do chelatowania jonow metali przejsciowych. Jon obecny W powstajgcym
w tym procesie kompleksie jest niezdolny do zmiany stopnia utlenienia, co 0znacza, ze jest niezdolny do indukowania reakcji wolnorodnikowej.
Przygotowac roztwor roboczy: zmiesza¢ 0.3 M bufor octanowy pH 3.6, 10 mM roztwoér 2,4,6-tripirydylo-S-
triazyny w 40 mM HCI i 20 mM roztwor FeCls w proporcjach 10:1:1. Do probowek typu eppendorfa odpipetowac po
1150 pl roztworu roboczego, do jednej doda¢ 50 pul wody (proba odnosnikowa), do pozostatych po 50 pl badanych
probek (ekstraktow/napardw z materiatu biologicznego), pamigtajac, ze w tej objetosci powinny znajdowac si¢ rozne

ilosci naparu/ekstraktu (ekstrakt/napar rozcienczamy). Doktadnie wymiesza¢. Po Kwercetyna A
20 min zmierzy¢ absorbancj¢ badanych probek przy 593 nm wzgledem proby [umole] 593
odno$nikowej. Wykorzystujac zalaczone dane (tabela obok) wykreslié krzywa 0,00132 0,1531
standardowa dla kwercetyny, przeliczy¢ uzyskane dla probek wyniki na pmole 0,0026 0,2698
kwercetyny 1 poda¢ usredniony odpowiednik kwercetyny (ekwiwalent 0,004 0,4076
kwercetyny) w przeliczeniu na 1 g suchej masy, pamigtajac o obliczeniu warto$ci 8’8822 8’2322

SD. Na podstawie uzyskanych danych wyliczy¢ ICso.
Pomiar calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego wybranych antyoksydantow i nmaparéw metoda redukcji

rodnika DPPH (antyoksydanty interwentywne). Wyznaczanie 1Csxo. NO, p
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Catkowity  potencjat  antyoksydacyjny  (CPA)  przedstawia  sumaryczng badanej

substancji/mieszaniny substancji do wymiatania wolnych rodnikéw. DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl)
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Jjest wolnym rodnikiem o stosunkowo duzej trwatosci.

zdolnosé

Roztwor DPP* (Rys. 1a) ma barwe purpurowg (wg. niektorych ciemnofioletowg) 0 maksimum absorbancjiw
roztworze metanolowym przy diugosci fali 4 = 515 nm, w czasie redukcji barwa ta stopniowo zmienia si¢

na zoltq. W reakcji z substancjg, ktora moze odda¢ atom wodoru, tworzy forme zredukowang DPPH (Rys.

1b) i wéwczas zanika fioletowe zabarwienie roztworu. Spadek absorbancji po dodaniu antyoksydantéw jest
proporcjonalny do ilosci formy utlenionej DPPH, jaka pozostaje w roztworze i jest miarqg zdolnosci
przeciwutleniaczy do zmiatania wolnych rodnikéw.

Porownania zdolnosci antyoksydacyjnej substancji lub ich mieszanin (np. ekstraktow) dokonuje Sie przez ¥

okreslenie procentu zmiatania wolnych rodnikéw zgodnie ze wzorem: Rys. 1. DPPE: 2) wolny roduik, B) forma zredukowana
CPA (% zmiatania DPPH) = 100 % (A priby kontroinej — A proby badanei) | A préby kontrolnej

a nastgpnie przeliczeniu na podstawie krzywej standardowej (dane ponizej), jaka ilos¢ mikromoli Troloxu wywiera podobny efekt, jak
obserwowany dla badanego przeciwutleniacza lub ich mieszaniny (ekwiwalent Troloxu, TE, ang. Trolox equivalent). Trolox- nazwa handlowa
kwasu 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowego, rozpuszczalnej w wodzie pochodnej witaminy E. Jest to zwiqzek przyjety
jako umowny standard substancji o wilasciwosciach antyoksydacyjnych, do ktorej porownuje sie wszystkie badane substancje o podobnych
wlasciwosciach, niezaleznie od ich budowy chemicznej.

Roztwér DPPH: 0.15 mM DPPH w metanolu, roztwor gotowy do wykorzystania.

Substancja jest wrazliwa na swiatlo, dlatego nalezy minimalizowa¢ ekspozycje zaréwno odczynnika, jak i przygotowywanych probek na swiatlo.
Pomiar:

Do szeregu probowek eppendorfa przenies¢ 50 pl badanych ekstraktow lub naparéw. Uzupetié roztworem DPPH do

1.0 ml. Inkubowa¢ 15 min w ciemnosci (w szafce, nie owijamy probéwek folia [ T o1ox [umole] CPA [%]
aluminiowg). Spektrofotometr wyzerowac¢ na metanol. Po zakonczeniu inkubacji 9,2 10,7
odczyta¢ Asis proby kontrolnej (50 pl rozpuszezlanika, w ktérym znajdowata si¢ 24,1 24,2
abdana substancja + 950 pl metanolowego roztworu DPPH) oraz prob badanych. 51,6 51,4
Obliczy¢ wartos¢ CPA dla kazdej proby badanej. Wykorzystujac zataczone dane 79,7 78,3

(tabela obok) wykresli¢ krzywa standardowa dla Troloxu (krzywa zachowuje zaleznos$¢ liniowa do wartosci 95%
CPA), przeliczy¢ uzyskane dla probek wyniki CPA na umole troloksu i poda¢ usredniony odpowiednik troloksu

(ekwiwalent troloksu) dla kazdej z badanych substancji, pamigtajgc o obliczeniu wartosci SD.

Obliczy¢, jaka ilo$¢ substancji (w postaci

2

s.m.) wygasza potowe wolnych rodnikéow DPPH (IC50).




Modut I: Nieenzymatyczna peroksydacja lipidow jonami zelaza.

Podstawg metody jest powstawanie barwnego produktu reakcji kwasu tiobarbiturowego z niektorymi produktami peroksydacji lipidow (gtéwnie
z dialdehydem malonowym, powstajgcym z nietrwatych nadtlenkow lipidow podczas ogrzewania mieszaniny reakcyjnej) w kwasnym srodowisku
i podwyzszonej temperaturze. Przebieg reakcji przedstawia Rys. 2.
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Rys. 3. Schemat reakcji dialdehydu malonowego z kwasem tiobarbiturowym.

Powstajgcy produkt ma rézZowe zabarwienie, a jego stezenie oznacza sig¢ spektrofometrycznie lub spektrofluorymetrycznie. Reakcja
ta charakteryzuje si¢ duzg czufoscig, jest jednak mafo specyficzna. Istnieje bowiem szereg zwiqzkow, ktore reagujg w podobny sposob, dajgc
produkty pochianiajgce swiatto o zblizonej diugosci fali. Sama reakcja rowniez moze powodowac peroksydacje lipidow, dlatego, aby wykluczyé
te mozliwos¢ i dokonaé pomiaru poziomu peroksydacji lipidow przed reakcjq, nalezy prowadzi¢ oznaczenia w obecnosci BHT (2,6-di-t-butylo-p-
krezol), jako przeciwutleniacza prewentywnego, zapobiegajqcego utlenianiu lipidéw przez odczynniki uzywane do oznaczen.

11.1. Oznaczanie stopnia peroksydacji tréjglicerydéw.

5, 10, 15 pul emulsyjnej postaci oleju Inianego dopetni¢ do 1 ml buforem 10 mM Tris-HCI, pH 7.4.

Doda¢ 2 ml odczynnika A i doktadnie wymieszaé. Proby ogrzewac¢ 10 minut w 100°C. Tlo$¢ powstatych produktow
utleniania oznaczy¢ kolorymetrycznie przy A=535 nm i obliczy¢, ze wzoru: A=a.-c:,

gdzie: A-absorbancja proby, c- stezenie molowe proby, I- dlugo$¢ drogi optycznej, wiedzac, ze wspotczynnik
ekstynkcji molowej (o) dla MDA wynosi 1.56x10° M-cm™.

I1.2. Badanie zaleznosci peroksydacji lipidow od stezenia induktora.

Do oznaczonej i wybranej z poprzedniego doswiadczenia ilosci emulsji doda¢ bufor 10 mM Tris-HCI, pH 7.4 do
objetosci (1-Vsoli mohra), @ nastgpnie wzrastajgce ilosci roztworu Fe?* (do stezenia koncowego 1-25 mM) w postaci
siarczanu (VI) zelazowo (II)-amonowego (soli Mohra). Inkubowa¢ przez 15 minut w temp. pokojowej. Po tym czasie
oznaczy¢ ilo§¢ powstalych produktow peroksydacji jak w p. II.1.

11.3. Badanie wplywu obecnos$ci antyoksydantow na peroksydacje lipidow w obecnosci jonéw zelaza.

Do oznaczonej i wybranej z doswiadczenia I1.1. ilosci emulsji doda¢ taka objetos¢ buforu 10 mM Tris-HCI, pH 7.4,
aby po uzupehieniu ekstraktem, a nastepnie sola Mohra objeto$¢ proby wynosita 1 ml. Doda¢ nastgpnie wzrastajace
stezenia roztworu przeciwutleniacza (otrzymane ekstrakty z produktow naturalnych, 3 stezenia). Po 10 min inkubacji
doda¢ do prob roztwor soli Mohra do koncowego stezenia wyznaczonego w doswiadczeniu I1.2. i inkubowa¢ przez 10
minut w temp. pokojowej. Po tym czasie oznaczy¢ ilo$¢ powstatych produktéw peroksydacji jak w p. 11.1.

Prosze zastanowi¢ sig, jakie proby kontrolne nalezy przygotowac.



Modut IT: Wplyw wolnych rodnikéw na zdolno$¢ zwigzkow fluoryzujacych do emisji Swiatla.

Badanie wplywu wolnych rodnikéw na zdolnos$é zwiazkéw fluoryzujacych do emisji Swiatla
Sondy fluorescencyjne: wodny roztwor piraniny (0.1 ml/ml)
Induktor utleniania: AAPH (wodny roztwor o stezeniu 30 mg/ml).

W kuwecie spektrofotometrycznej umiesci¢ 2.5 ml 10 mM buforu Tris-HCI pH 7.4 i znang ilo$¢ sondy
fluorescencyjnej (ilos¢ dobieramy eksperymentalnie). Dodaé¢ znane st¢zenie roztworu AAPH i przeprowadzi¢ pomiary
fluorescencji co 15 sekund przez 1.5 minuty. Nastepnie pomiar powtorzy¢ dla zmniejszajacych si¢ stezen (mniejszych
objetosci) AAPH. Wykresli¢ wykres zaleznosci fluorescencji w funkcji czasu dla réznych stezen induktora. Wykres
przeksztalci¢ do postaci umozliwiajacej odczytanie wartosci ICso.

Badanie wplywu ekstraktow na wygaszanie fluorescencji piraniny przez AAPH.

W kuwecie spektrofotometrycznej umiesci¢c 2.5 ml 10 mM buforu Tris-HCI pH 7.4 i znang objeto$¢ sondy
fluorescencyjnej (stosowang w poprzednim doswiadczeniu). Przez 1.5 minuty (co 15 sekund) dokonywa¢ pomiaru
fluorescencji sondy (badamy fotowrazliwos$¢ piraniny), a nastgpnie doda¢ znang ilos¢ badanego ekstraktu i dokonaé
pomiaru fluorescencji (Ex 454, Em 520) co 15 sekund przez 1.5 minuty. Nastgpnie doda¢ do tej samej proby taka
objeto$¢ roztworu AAPH, ktora w poprzednim do$wiadczeniu powodowata potowiczne wygaszenie piraniny.
Dokona¢ pomiaru fluorescencji (Ex 454, Em 520) co 15 sekund przez 1.5 minuty (caly eksperyment prowadzimy w
tej samej kuwecie).

Sposob opracowania wynikow zostanie przedstawiony podczas ¢wiczen.

Prosze zastanowi¢ sig, jakie proby kontrolne nalezy przygotowac.



Modul II1: Enzymatyczna peroksydacja lipidéw przez lipooksygenazy.

I.1. Izolacja enzymu (enzym zostanie przygotowany przez prowadzgcego, obowigzuje \Was znajomosé procedury).

Odwazy¢ w zlewkach po 5 g maki sojowej, z grochu, fasoli biatej, Inu lub soczewicy. Make zala¢ acetonem
(0.5 cm powyzej poziomu maki) i ekstrahowaé¢ 10 min (mieszajac bagietka) w celu odtluszczenia. Przesaczy¢. Make
obecng na sgczku wysuszy¢. Sucha, odttuszczong make zala¢ woda destylowang i ekstrahowaé enzym przez 15 minut,
mieszajaCc zawiesing maki w wodzie. Nadsacz (ciecz nad osadem) odwirowac, co najmniej jednokrotnie, w wirdwce
stotowej przy maksymalnych obrotach. Supernatant przechowywa¢ w lodéwce.

1.2. Przygotowanie substratu (substrat zostanie przygotowany przez prowadzgcego, 0bowigzuje Was znajomosé
procedury).

Do 7.1 ml 1% roztworu kwasu linolowego w metanolu doda¢ 0.25 ml detergentu Tween-20. Odparowaé
rozpuszczalnik w wyparce prozniowej i zawiesi¢ powstaty film lipidowy w 100 ml 0.05 M Na;HPO,. Doprowadzi¢
pH roztworu do 9.0 uzywajac 1 M NaOH (jako indykatora zmian uzywamy papierka wskaznikowego). Do badan

rozcienczy¢ 10x.
UWAGA: Prosze starannie opisaé przygotowany substrat, grupa, ktéra jako pierwsza wykonuje to ¢wiczenie przygotowuje substrat dla
wszystkich pozostatych grup.

1.3. Badanie zaleznoS$ci aktywnosci lipoksygenazy od st¢zenia enzymu w probie

Produkt reakcji lipoksygenazy zawiera w czgsteczce ukiad wigzan sprze¢zonych (substrat posiada uklad wigzan izolowanych), o maksimum
absorpcji przy A=233 nm. Obserwujgc wzrost absorbancji przy tej diugosci fali mozemy wykresli¢ krzywq kinetyczng reakcji utlenienia lipidéw
przez lipoksygenazy oraz oznaczyé aktywnosé tych enzymow.

Do kuwety spektrofotometrycznej dodaé¢ 2.4 ml roztworu substratu, aparat wyzerowaé dla A=233 nm, reakcje
zainicjowaé przez wstrzykniecie kolejno od 20 do 100 pl roztworu enzymu. Dla kazdej dodanej ilosci r-ru enzymu
$ledzi¢ zmiany absorbancji przez 3 minuty. Jezeli prostoliniowy odcinek krzywej kinetycznej jest obserwowany przez
co najmniej 90 sekund od rozpoczecia reakcji, jako jednostke aktywno$ci enzymu przyjaé taka jego ilo$¢, ktora
powoduje w czasie 1 min wzrost absorbancji 0 0.001 jednostki. Jednostka ta jest rowna utlenieniu 0.12 umola kwasu
linolowego. Poda¢ aktywno$¢ enzymatyczng otrzymanego preparatu. Jezeli prostoliniowy odcinek krzywej
Kinetycznej jest obserwowany przez krotszy czas, szybko$¢ poczatkowa reakcji obliczy¢ z nachylenia poczatkowego
odcinka krzywej kinetycznej reakcji (tg o).

Wybra¢ rodzaj enzymu (LOX sojowa, grochowa czy tez inna) oraz jego ilo§¢ wykorzystywang w dalszych

eksperymentach.

UWAGA: roztwor enzymu wykazuje stosunkowo duze pochianianie swiatla przy dtugosci fali 233 nm. Dlatego nalezy eksperymentalnie dobraé
ilos¢ dodawanego enzymu, rozcienczajgc go w taki sposob, aby po zakonczeniu reakcji obserwowana A233 miescita si¢ w zakresie wynikajgcym z
prawa Lamberta-Beera!!

I.4. Badanie wplywu inhibitorow na aktywnosé¢ LOX.

Do probowki przenies¢ niewielka ilos¢ naparu doda¢ taka ilo$¢ roztworu substratu, aby koncowa objetos¢ proby
wynosita 2.4 ml. Inkubowa¢ 15 minut w temperaturze pokojowej, po czym zainicjowac oraz przeprowadzi¢ reakcje
enzymatyczng jak w doswiadczeniu 1.3. Poda¢ procentowa zalezno$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej w obecnosci
przeciwutleniacza w stosunku do szybkosci reakcji w jego nieobecnosci. Doswiadczenie nalezy wykona¢ dla co
najmniej dwu réznych objetosci naparu.



