Biologia wolnych rodnikéw

Cwiczenie 5

Antyoksydanty w diecie czlowieka.
Badanie zawartosci polifenoli i wlasciwosci antyoksydacyjnych win czerwonych
i bialych

Cel éwiczenia:

Zapoznanie si¢ z r6znymi metodami oznaczania zdolnos$ci antyoksydacyjnej. Badanie zdolnosci
antyoksydacyjnej, zawartosci polifenoli win czerwonych i biatych.

Wymagane wiadomosci:

Przeciwutleniacze niskoczasteczkowe. Antyoksydanty roslinne — polifenole, flawonoidy
(antocyjanidyny, flawonole, flawanole), fenole nie bedace flawonoidami (kwasy
hydroksybenzoesowe, hydroksycynamonowe, stilbeny). Pojecie zdolnosci antyoksydacyjnej. Metody
badania zdolnosci antyoksydacyjnej i zawartosci fenoli.

1. Oznaczenie zawartosci polifenoli w winach czerwonych i biatych

Zasada:

Do oznaczania catkowitego stezenia polifenoli uzywa si¢ metody z zastosowaniem odczynnika
Folina-Ciocalteu. Metoda ta oparta jest na barwnej reakcji miedzy polifenolami a odczynnikiem
Folina-Ciocalteu, stad ich zawartos¢ mozna oznaczy¢ spektrofotometrycznie. W srodowisku
zasadowym zwiazki fenolowe znajdujq si¢ w postaci anionu fenolowego, ktory redukuje odczynnik
Folina-Ciocalteu tworzac niebieski barwnik.

Sprzet, materiaty i odczynniki:

Czytnik mikroplytek

Przezroczyste plytki 96-dotkowe

Probowki typu eppendorf

Badane probki win czerwonych i biatych
Odczynnik Folina-Ciocalteu rozcienczony 10 razy
Roztwor Na2CO:s o stezeniu 100 mg ml™?

Wykonanie:
1)  Probki win biatych rozcienczy¢ dziesigeciokrotnie woda, czerwonych dwudziestokrotnie
2) Do ptytki wielodotkowej odpipetowac po: 100 ul Na2CO:s

50 ul badanej probki

100 ul wody

50 ul odczynnika Folina-Ciocalteu
Dla kazdej badanej probki wykonac¢ 3 powtorzenia techniczne. Przygotowad probe zerowa
(blank, proba odczynnikowa) — zamiast badanej probki dodac 50 ul wody
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3) Zawartosc¢ ptytki wymieszac i inkubowacd przez 15 min w temperaturze pokojowej

4)  Zmierzy¢ absorbancje przy diugosci 750 nm

5)  Od $rednich wartosci absorbancji prob badanych odja¢ wartos¢ absorbangji proby zerowej
i obliczy(¢ jakie jest stezenie polifenoli w badanych probach korzystajac z wczedniej
przygotowanej krzywej wzorcowej z kwasem galusowym uzytym jako standard (zakres stezen
0,1 -1 mmol dm?). Uwzgledni¢ rozcieficzenie wyjsciowe badanych prob.

2. Oznaczenie zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikdéw przez wina czerwone i biale

Zasada:

DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) jest wolnym rodnikiem o stosunkowo duzej trwatosci.
Roztwor DPPH ma barwe purpurowa, w czasie reakcji redukcji barwa ta stopniowo zmienia si¢ na
z0lta. Zmiane t¢ mozna monitorowac spektrofotometrycznie. Stopien zmiany barwy roztworu DPPH
po dodaniu do niego roztworu zawierajacego antyoksydanty jest miarg ich zdolno$ci do zmiatania
wolnych rodnikéw.

Sprzet, materiaty i odczynniki:

Czytnik mikroptytek

Przezroczyste ptytki 96-dotkowe

Probéwki typu eppendorf

Badane probki win czerwonych i biatych
Roztwér DPPH o stezeniu 0,4 mM w etanolu

Wykonanie:
1)  Prébki win rozcienczy¢ dwudziestokrotnie woda

2) Do ptytki wielodotkowej rozpipetowac po 250 ul roztworu DPPH

3) Dodac po 50 pl badanych probek (kazda badana probke wykonac¢ w 3 powtdrzeniach
technicznych) oraz wykonac probe kontrolng (rdwniez w 3 powtorzeniach technicznych) —
zamiast badanej probki dodac¢ 50 pl wody

4)  Plytke inkubowac przez 30 min w temperaturze 30°C w ciemnosci

5)  Zmierzy¢ absorbancje przy diugosci fali 516 nm

6)  Obliczy¢ stopient zmiatania rodnika DPPH przez poszczegdlne probki
% zmiatania DPPH = (Abs preby kontrolnej — ADS proby badanej) / ADS proby kontroinej x 100

3. Oznaczanie calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej win czerwonych i bialych metoda
redukcji jonow zelaza (III)

Zasada:

Antyoksydanty na ogot sa zwiazkami redukujacymi, stad metody oznaczania ich zawartosci

w jakims materiale czesto opieraja si¢ na pomiarze redukgdji jakiego$ indykatora przez
antyoksydanty. Antyoksydanty moga redukowacd jony Fe* do Fe?, ktore tworzg barwny kompleks
z 2,4,6-tripirydylo-S-triazyna (TPTZ). Przyrost absorbangji tego kompleksu przy 593 nm jest miarg
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zawartosci antyoksydantéw w badanej probie. Catkowitg Zdolno$¢ Antyoksydacyjna (CZA)
oznaczong ta metoda wyrazamy w jednostkach stezenia jednoelektronowych réwnowaznikow
Troloksu.

Sprzet, materialy i odczynniki:

Spektrofotometr

Probowki typu eppendorf

Kuwety spektrofotometryczne

Badane probki win czerwonych i bialych

0,3 mol dm bufor octanowy pH 3,6

10 mmol dm?® roztwor 2,4,6-tripirydylo-S-triazyny (TPTZ) w 40 mmol dm* HCl

20 mmol dm? roztwor FeCls (przygotowany tuz przed oznaczeniem)

Wykonanie:

1)  Prébki win biatych rozcienczy¢ dziesigciokrotnie woda, czerwonych piec¢dziesigciokrotnie;

2)  Przygotowac roztwor roboczy do oznaczenia CZA: zmieszac bufor octanowy, TPTZ i FeCls w
proporcjach 10 : 1 :1

3) Do probéwek typu eppendorf odpipetowac po 1160 pl roztworu roboczego, do jednej dodac 40
ul wody (proba odnosnikowa), do pozostatych po 40 ul badanych prébek, doktadnie
wymieszac

4)  Po 20 min zmierzy¢ absorbancje badanych probek przy 593 nm wzgledem préby odnosnikowej,
odczytujac jednoczesnie na podstawie wczesniej przygotowanej krzywej wzorcowej, jakiemu
stezeniu Troloksu odpowiada zmierzona absorbancja

5)  Obliczy¢ Catkowita Zdolnos¢ Antyoksydacyjna badanych probek w jednostkach stezenia
jednoelektronowych réwnowaznikow Troloksu:
CZA =2 stezenie odczytane z krzywej wzorcowej - rozcienczenie probki w kuwecie *
rozcienczenie wyjsciowe [umol dm? jednoelektronowych réwnowaznikéw Troloksul].

4. Oznaczanie calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej win czerwonych
i bialych metoda redukcji kationorodnika ABTS**

Zasada:

Antyoksydanty na ogot sa zwiazkami redukujacymi, stad metody oznaczania ich zawartosci w
jakim$ materiale czesto opieraja si¢ na pomiarze redukcji jakiego$ indykatora przez antyoksydanty.
Takim indykatorem moze by¢ roztwdr kationorodnika ABTS**, ktory jest zwigzkiem barwnym.
Antyoksydanty redukujg ABTS** (forma utleniona) do bezbarwnego ABTS (forma zredukowana).
Spadek absorbangji jest miara zawartosci antyoksydantéw w badanym materiale. Catkowita
Zdolnos¢ Antyoksydacyjnag (CZA) wyrazamy w jednostkach stezenia jednoelektronowych
rownowaznikow Troloksu.

Sprzet, materiaty i odczynniki:
Spektrofotometr
Kuwety spektrofotometryczne
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Probéwki typu eppendorf
Badane probki win czerwonych i biatych
50 mmol dm? bufor fosforanowy pH 7,4

Wyijsciowy roztwor ABTS** (W 7 ml buforu fosforanowego rozpuszczamy 19,5 mg ABTS a nastepnie
3,3 mg nadsiarczanu potasu. Pozostawiamy w ciemnosci w temperaturze pokojowejna 12 - 16

godzin. przechowujemy w stanie zamrozonym (-20°C)

Wykonanie:

1)  Probki win biatych rozcienczy¢ dziesigeciokrotnie woda, czerwonych pie¢dziesigciokrotnie

2)  Przygotowac roztwor roboczy ABTS *: rozcieniczy¢ wyjsciowy roztwor ABTS buforem
fosforanowym o pH 7,4, tak aby jego absorbancja przy dtugosci fali 414 nm wynosita ok. 1;
W czasie pomiarow przechowywac w ciemnosci

3) Odmierzy¢ do kuwety 2 ml roztworu roboczego, zmierzy¢ absorbancje przy 414 nm

4)  Dodac 50 ul badanej probki, szybko wymieszac i doktadnie po 1 min odczytac¢ absorbancje
ponownie

5)  Odjac te warto$¢ absorbancji od zmierzonej przed dodaniem badanej probki (AApreby)

6) Identyczne oznaczenie wykonac¢ uzywajac 50 pl wody zamiast badanej préby, obliczy¢ AAbuank,
odjac te warto$¢ od AApreby

7)  Na podstawie wczesniej przygotowanej krzywej wzorcowej dla Troloksu
(w zakresie stezen 2 — 25 umol dm?) obliczy¢ jakiemu stezeniu Troloksu odpowiada zmierzony
spadek absorbancji (AAprsby — AAblank)

8)  Wykona¢ analogiczne oznaczenie dla wszystkich badanych préb

9)  Obliczy¢ Catkowita Zdolnos¢ Antyoksydacyjna (CZA) badanych probek w jednostkach stezenia

jednoelektronowych rownowaznikéw Troloksu:

CZA =2 - stezenie odczytane z krzywej wzorcowej - rozciericzenie probki

w kuwecie - rozcienczenie wyjsciowe [umol dm? jednoelektronowych réwnowaznikow
Troloksu]

Zestawi¢ wyniki z wszystkich doswiadczen, porownac¢ wyniki uzyskane dla win czerwonych

i biatych, znalez¢ potencjalne korelacje pomiedzy zawartoscia polifenoli i zdolnoscia
antyoksydacyjna, poréwnac reaktywnosé w réznych metodach.
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