ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z PODSTAW BIOCHEMII DLA
KOSMETOLOGOW
DLA STUDENTOW II ROKU KOSMETOLOGII

Cwiczenie 3. BADANIE WPLYWU RODZAJU I STEZENIA SKEADNIKOW
ANTYOKSYDACYJNYCH ORAZ WARUNKOW REAKCJI NA
ZDOLNOSC INAKTYWAC]JI REAKTYWNYCH FORM TLENU.

Zagadnienia do przygotowania:

1. Definicja reaktywnych form tlenu i ich przyktady.

2. Powstawanie reaktywnych form tlenu w organizmie cztowieka.

3. Mechanizmy obrony przez reaktywnymi formami tlenu.

4. Zasada oznaczania zdolnosci antyoksydacyjnej substancji przy uzyciu DPPH.

Aktywno$¢ antyoksydacyjng oznaczono postugujac sie zmodyfikowang metoda Branda-
Wiliamsa i wsp. przy uzyciu syntetycznego stabilnego rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyd).
Przygotowano 0,5 mM alkoholowy roztwér DPPH (19,71 mg DPPH rozpuszczono w 100 g etanolu
96%). Otrzymany roztwor przechowywano w temperaturze 2-8°C chronigc od Swiatta.
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DPPH wykazuje silng zdolnos$¢ absorpcji Swiatta o dtugosci 519 nm a jego roztwor ma intensywnie
fioletowe zabarwienie. Po reakcji ze zwigzkiem o witasciwosciach antyoksydacyjnych powstaje
bezbarwny lub blado zétty roztwoér, co powoduje spadek wartosci absorpcji przy A=519 nm.
Whiasciwos$¢ ta pozwala na bezposrednie $ledzenie przebiegu reakcji i iloSciowe oznaczenie liczby
czasteczek rodnika DPPH pozostatych w roztworze przez pomiar zmian warto$ci absorpcji przy A = 519

nm.



1. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnej roztworow kwasu askorbinowego

Przygotowac 4 probowki i oznaczyc¢ je 1, 2 3 i 4. WyjSciowy roztwor kwasu askorbinowego o
stezeniu 1 mmola/dm3 nalezy kolejno dwukrotnie rozcienczy¢ wodg destylowang zgodnie z instrukcjg
z Tabeli 1 uzyskujac roztwory o stezeniu 0,5 mmola/dm3, 0,25 mmola/dm31i 0,125 mmola/dm3.

Tabela 1. Przygotowane rozcienczen kwasu askorbinowego

Nr Stezenie konncowe Objetos¢ Objeto$¢ roztworu witaminy C
probowki witaminy C wody o stezeniu c = 1 mmola/dm?3

1 1 mmola/dm3 0 0,8 ml

2 0,5 mmola/dm3 0,4 ml 0,4 ml

3 0,25 mmola/dm3 0,6 ml 0,2 ml

4 0,125 mmola/dm?3 0,7 ml 0,1 ml

Przygotowac dwa statywy z 5 probéwkami w kazdym statywie. Oznaczy¢ je jako Ao, A1, Az, A3 i
A4 w pierwszym statywie i Bo, B1, B2, B3 i B4 w drugim statywie. Do kazdej z probéwek Ao-A4 i Bo-B4
odpipetowac 1,5 ml 0,5 mM roztworu DPPH a nastepnie doda¢ 20 pl roztworu witaminy C lub etanolu
96% o danym stezeniu zgodnie z Tabelami 2 i 3.

Tabela 2. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych do badania aktywnos$ci antyoksydacyjnej rozcieniczen
witaminy C w temperaturze pokojowej

Nr probowki Objetos¢ roztworu Objeto$¢ roztworu witaminy C
DPPH o danym stezZeniu
Ao 1,5 ml 20 pl etanolu 96%
A1 1,5ml 20 ul roztworu z probéwki nr 1
A2 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 2
As 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 3
Ay 1,5 ml 20 pl roztworu z probéwki nr 4

Tabela 3. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych do badania aktywno$ci antyoksydacyjnej rozcienczen
witaminy C w temperaturze 2-8 °C

Nr probowki Objetos¢ roztworu Objeto$¢ roztworu witaminy C
DPPH o danym stezeniu
Bo 1,5 ml 20 pl etanolu 96%
B1 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 1
B2 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 2
B3 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 3
B4 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 4

Statyw z probowkami Ao-A4 ochroni¢ przed swiattem i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej
przez 30 minut. Statyw z préboéwkami Bo-B4 ochroni¢ przed $witatem i inkubowa¢ w temperaturze 2-
8°C w lodéwce przez 30 minut. Po zakonczeniu inkubacji zmierzy¢ warto$¢ absorpcji dla kazdej z
probek Ao-As i Bo-B4 przy dtugosci fali A= 519 nm wobec 96% etanolu jako préby odnosnikowe;.



Zdolnos$¢ antyoksydacyjng danego rozcienczenia witaminy C obliczy¢ ze wzoru :
% inhibicji = 100% *(Ao- Ai)/Ao

gdzie

Ao - warto$c¢ absorpcji roztworu rodnika DPPH (Ao lub Bo) przy A=519 nm

Ai - warto$¢ absorpcji danego stezenia roztworu witaminy C A = 519 nm (A1, A2, A3 i A4lub By, B2, B3 i
B4)

2. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnej roztworow kwasu galusowego

Przygotowac 4 probowki i oznaczy¢ je A, B C i D. WyjSciowy roztwor kwasu galusowego o
stezeniu 1 mmola/dm?3 nalezy kolejno dwukrotnie rozcienczy¢ wodg destylowang zgodnie z instrukcjg
z Tabeli 4 uzyskujac roztwory o stezeniu 0,5 mmola/dm3, 0,25 mmola/dm?3 i 0,125 mmola/dm3.

Tabela 4. Przygotowane rozcieniczen kwasu galusowego

Nr Konicowe stezenie | Objeto$¢ | Objetos¢ r-ru kwasu galusowego
probéwki | kwasu galusowego wody o c =1 mmola/dm3

1 1 mmola/dm?3 0 ml 0,8 ml

2 0,5 mmola/dm3 0,4 ml 0,4 ml

3 0,25 mmola/dm3 0,6 ml 0,2 ml

4 0,125mmola/dm3 0,7 ml 0,1 ml

Przygotowac dwa statywy z 5 probéwkami w kazdym statywie. Oznaczy¢ je jako Co, C1, C2, C3i C4
w pierwszym statywie i Do, D1, D2, D3 i D4 w drugim statywie. Do kazdej z probodwek Co-C4 i Do-Da4
odpipetowac 1,5 ml 0,5 mM roztworu DPPH a nastepnie doda¢ 20 pl roztworu witaminy C lub etanolu
96% o danym stezeniu zgodnie z Tabelami 51 6.

Tabela 5. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych do badania aktywnosci antyoksydacyjnej rozcienczen
kwasu galusowego w temperaturze pokojowej

Nr probdéwki Objetos¢ roztworu Objetos¢ roztworu kwasu
DPPH galusowego o danym stezeniu
Co 1,5ml 20 pl etanolu 96%
C1 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 1
Cz2 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 2
Cs 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 3
Ca 1,5 ml 20 pl roztworu z probéwki nr 4




Tabela 6. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych do badania aktywnoS$ci antyoksydacyjnej rozcienczen
kwasu galusowego w temperaturze 2-8 °C

Nr probowki Objetos¢ roztworu Objetos¢ roztworu kwasu
DPPH galusowego o danym stezeniu
Do 1,5 ml 20 pl etanolu 96%
D1 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 1
D2 1,5ml 20 pl roztworu z probéwki nr 2
D3 1,5 ml 20 pl roztworu z probéwki nr 3
D4 1,5 ml 20 pl roztworu z probéwki nr 4

Statyw z prébowkami Co-Cs ochroni¢ przed swiattem i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej
przez 30 minut. Statyw z probéwkami Do-D4 ochroni¢ przed switatem i inkubowa¢ w temperaturze 2-
8°C w lodowce przez 30 minut. Po zakonczeniu inkubacji zmierzy¢ warto$¢ absorpcji dla kazdej z
prébek Co-Cs i Do-D4 przy diugosci fali A = 519 nm wobec 96% etanolu jako proby odnos$nikowej
(probowka Co i Do).

Zdolno$¢ antyoksydacyjng danego rozcienczenia kwasu galusowego obliczy¢ ze wzoru:
% inhibicji = 100% *(Co- Ci)/Co

gdzie

Co - warto$¢ absorpcji roztworu rodnika DPPH przy A = 519 nm (Co lub Do)

Ci - warto$¢ absorpcji danego stezenia roztworu kwasu galusowego przy A= 519 nm
(C1, C2, C3i Calub D1, D2, D31 D4)

3. Porownanie zdolnoSci antyoksydacyjnej roznych antyutleniaczy

Przygotowac statyw z 10 probéwkami i oznaczy¢ je jako Ko, K1, K2, K3, K, Ks, Ké, K7, Ks i Ko. Do
kazdej z probowek Ko-K9 odpipetowac 1,5 ml 0,5 mM roztworu DPPH a nastepnie doda¢ 20 pl 1mM
roztworu badanych antyoksydantéw: witaminy C, kwasu galusowego, glutationu zredukowanego,
cysteiny, rozcienczen kawy mielonej i rozpuszczalnej, zielonej herbaty, czarnej herbaty i czerwonego
wina zgodnie z Tabelg 7.



Tabela 7. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych do badania aktywno$ci antyoksydacyjnej wybranych

substancji
N,r ) Objetos¢ roztworu Objetos¢ roztworu badanego antyoksydanta
probowki DPPH
Ko 1,5ml 20 pul etanolu 96%
K1 1,5 ml 20 pl roztworu 1 mM witaminy C
Kz 1,5ml 20 pl roztworu 1 mM kwasu galusowego
K3 1,5ml 20 pl roztworu 1mM glutationu zredukowanego
Ka 1,5 ml 20 pl roztworu 1 mM cysteiny
Ks 1,5 ml 20 pl roztworu rozcienczenia kawy mielonej
Ke 1,5ml 20 ul roztworu rozcienczenia kawy rozpuszczalnej
K7 1,5ml 20 pl roztworu zielonej herbaty
Ks 1,5 ml 20 pl roztworu czarnej herbaty
Ko 1,5ml 20 pl roztworu czerwonego wina

Statyw z probéwkami Ko-Ko ochroni¢ przed swiattem i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej
przez 30 minut. Po zakoniczeniu inkubacji zmierzy¢ warto$¢ absorpcji dla kazdej z prébek Ko-Ko przy
dtugosci fali A = 519 nm wobec 96% etanolu jako préoby odno$nikowe;.

Zdolno$¢ antyoksydacyjng danego rozcienczenia kwasu galusowego obliczy¢ ze wzoru:
% inhibicji = 100% *(Ko - Ki) /Ko

gdzie

Ko - warto$¢ absorpcji roztworu rodnika DPPH

Ki - wartos$¢ absorpcji roztworu danego antyoksydanta (K1, Kz, K3, K4, Ks, Ke, K7, Ks i Ko9)

Opracowanie wynikow
Na podstawie uzyskanych wynikéw wykresli¢ na papierze milimetrowym zaleznoSci:

e ZdolnoSci antyoksydacyjnej witaminy C od jej stezenia dla dwoch badanych wartosci
temperatur.
e ZdolnoSci antyoksydacyjnej kwasu galusowego od jego stezenia dla dwoch badanych wartosci
temperatur.
Jaki jest wptyw temperatury i stezenia na zdolno$ci antyoksydacyjne badanych zwigzkow?
Poréwnac zdolno$¢ antyoksydacyjng roztworéw Ki- Ko i wyciggng¢ wnioski.



