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CZESC TEORETYCZNA

Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja na skutek niecalko-
witej, czyli jedno-, dwu- lub tréjelektronowej redukeji czasteczki
tlenu, a takze w wyniku wzbudzenia czgsteczki tlenu, prowa-
dzacego do przegrupowania elektronéw. Catkowita redukcja cza-
steczki tlenu, prowadzgca do powstania dwoch czasteczek H,O,
wymaga przylgczenia czterech elektronéw i czterech protonow.
Do RFT nalezg:

1) anionorodnik ponadtlenkowy (O, ) — produkt jednoelek-

tronowej redukeji tlenu:

0,+e -0,

2) rodnik wodoronadtlenkowy (HO, ) — produkt przylacze-
nia w roztworze wodnym protonu przez anionorodnik po-
nadtlenkowy:

0, + H" — HO,

3) nadtlenek wodoru (H,0,) — produkt przytgczenia kolej-
nego elektronu do anionorodnika ponadtlenkowego lub
dwoch elektronéw do czasteczki tlenu:

O,+2e +2H > H, 0,0, +e +2H"

4) rodnik hydroksylowy (OH) — produkt przylaczenia trzech
elektronow do czasteczki tlenu:

HO + O'_ jony metali ziem przej$ciowych np. Fe, Cu"OH + OH7 +0
272 2 > 2

Reakcja ta, katalizowana przez jony metali ziem przej-
Sciowych, okreslana jest jako reakcja Habera-Weissa.
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5) tlen singletowy (‘O,), powstajacy w wyniku wzbudzenia
czasteczki tlenu, czyli dostarczenia energii umozliwiaja-
cej przegrupowanie i sparowanie elektronow w czastecz-
ce tlenu.

Glownym zroédlem RFT w komoérkach aerobowych jest trans-
port elektronéw w mitochondriach. U roélin waznym zrédlem
RFT jest proces fotosyntezy, w ktorym podobnie jak w mito-
chondriach dochodzi do ,przeciekania” elektronow z fotosyn-
tetycznego tancucha transportu elektrondéw, co prowadzi do
powstania O, . Nadtlenek wodoru (H,0,) powstaje glownie w pe-
roksysomach w procesie fotooddychania i -oksydacji kwasow
thuszczowych.

RFT sa bardziej reaktywne niz czasteczka tlenu w stanie pod-
stawowym, czyli sa zdolne do nieselektywnej reakcji z wieksza
liczba substancji znacznie szybciej niz tlen czasteczkowy. RFT
uwazane s za czynniki powodujace uszkodzenia oksydacyjne
bialek, peroksydacje lipidow i mutageneze.

Powstawanie RFT jest zjawiskiem fizjologicznym zwiaza-
nym z metabolizmem tlenowym, ale w nastepstwie dzialania na
komorki czynnikow stresowych dochodzi do wzmozonego ge-
nerowania RFT, co moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego.
Powstawaniu i negatywnym skutkom stresu oksydacyjnego za-
pobiega system antyoksydacyjny, ktory tworza wspoldzia-
lajace ze soba antyoksydanty enzymatyczne i nieenzy-
matyczne. Antyoksydanty nieenzymatyczne to zwiazki, ktore
dzialajac w malych stezeniach w poréwnaniu z substancja ule-
gajaca utlenieniu, op6zniaja badz hamuja utlenianie tej substan-
cji. Efektywnos$¢ dzialania systemu nieenzymatycznego mozna
okresli¢ poprzez pomiar calkowitej zdolnos$ci antyoksyda-
cyjnej (CZA) materiatu biologicznego. CZA jest to wypadkowa
zdolno$¢ badanego materialu do przeciwdzialania okreslonej re-
akcji utleniania. Pomiar CZA nie dostarcza informacji, z jakimi
antyoksydantami mamy do czynienia.

Rosliny uzytkowe sa waznym zrodlem antyoksydantéw ni-
skoczasteczkowych, do ktorych naleza:

1) zwiazki fenolowe: witamina E (tokoferole, np. a-tokofe-
rol i tokotrienole), flawonoidy (np. rutyna), antocyjany,
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kwasy fenolowe (np. kwas kawowy), chalkony (np.
floretyna);
2) zwiazki zawierajace azot: alkaloidy (np. kofeina), betala-
iny, pochodne chlorofilu, aminokwasy i aminy;
3) karotenoidy;
4) witamina C (kwas askorbinowy);
5) peptydy (np. glutation).
Badania epidemiologiczne wykazaly, ze dieta bogata
w owoce i warzywa oraz w produkty pochodzenia roslinnego
znaczaco redukuje czestotliwo$¢ wystepowania choréb prze-
wleklych, takich jak: miazdzyca tetnic, zaéma, nowotwory,
cukrzyca, reumatoidalne zapalenie stawoéw, choroby neuro-
logiczne, autoimmunizacyjne, u ktorych podloza lezy stres
oksydacyjny.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia
Poréwnanie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (CZA)
produktéw spozywczych pochodzenia roslinnego.

Zasada metody

Metoda oparta jest na pomiarze zdolnoéci redukeyjnej antyoksy-
dantow. Zwigzek bedacy antyoksydantem, reagujac z RFT, ule-
ga utlenieniu, czyli jest reduktorem. W mieszaninie reakcyjnej
obecny jest heksacyjanozelazian (III) potasu — K,[Fe(CN),]) oraz
FeCl,. Dodanie do tej mieszaniny zwigzku o wtasciwoSciach re-
dukeyjnych powoduje redukcje Fe(CN),*~ do Fe(CN),*~. Powstaly
jon szeSciocyjanozelazianowy tworzy z Fe®* niebieski heksacy-
janozelazian (IT) zelaza (III) - Fe [Fe(CN),],, tzw. biekit pru-
ski, powodujac wzrost absorbancji mierzonej przy dlugoéci fali
593 nm. Przyrost absorbancji jest proporcjonalny do zawartoSci
antyoksydantoéw w prdbie.

K,[Fe(CN),] + reduktor — K,[Fe(CN),] + FeCl,— Fe [Fe(CN),], + utleniony reduktor
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Materiat

a) susz, np. herbata czarna, czerwona, zielona, biala, turku-
sowa, yerba mate (ostrokrzew paragwajski), rooibos (czer-
wonokrzew), susz owocowy, ziotowy

b) soki z warzyw, np. z pomidoréw, marchwi, burakéow,
w tym przygotowane metoda ,,domow3g”

¢) soki z owocow, np. z jabtek, pomaranczy, wisni, porzeczek,
w tym przygotowane metoda ,,domow3g”

d) napoje alkoholowe, np. wino biale, czerwone, piwo jasne,
ciemne, karmi, gin, nalewki lub wina owocowe przygoto-
wane metodg ,domowg”

e) kawa rozpuszczalna, naturalna zielona i palona, zbozowa

Odczynniki

1 mM Troloks (syntetyczny analog tokoferolu rozpuszczalny
w wodzie) w etanolu, 96% C,H,OH, 1% zelazicyjanek potasu
(K,[Fe(CN),], 2% FeCl,, 0,2 M bufor octanowy pH 3,6

Sprzet laboratoryjny

bagietki, pipety (0,01-5 cm?), zlewki 100 cm?, cylinder miarowy
100 cm?, probowki szklane krotkie, kuwety spektrofotometryczne
1 em z przykrywka, spektrofotometr, waga laboratoryjna, minut-
nik, czajnik elektryczny, lignina, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie ekstraktéw z produktéw suchych
Odwazy¢ po 0,5 g suchego materiatu roslinnego, przenie$c
do zlewek o pojemnosci 100 cm? i zala¢ 55 cm?® wrzacej
wody. Odstawi¢ do oziebienia, w tym czasie kilkukrotnie
zamieszac bagietka.
2. Pomiar catkowitej zdolnoSci antyoksydacyjnej CZA
a) W statywie przygotowac zestaw par probowek w licz-
bie odpowiadajacej liczbie badanych materiatow
+ 2 dla préby odczynnikowej + 2 dla proby wzorcowej
+ 1 dla préby odnoénikowe;.

b) Do probowek dodaé 2,5 cm?® buforu octanowego, sta-
tyw przenie$¢ na stanowisko pomiarowe przy spektro-
fotometrze.
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¢) Przygotowywaé proby w nastepujacej kolejnosci: proba
odnosnikowa, odczynnikowa, wzorcowa i badana bez-
poérednio przed wykonaniem oznaczenia.
Proba odnosnikowa: do buforu octanowego do-
da¢ 0,02 cm® 96% C,H_OH, wymiesza¢, przelat
do kuwety pomiarowej, wyzerowa¢ spektrofotometr

(A =593 nm). Tabela 17.1.
2 4 : : Oznaczanie
Pozgsta}e proéby przygotowacé kolejno wedlug opisu catkowiie] zdolnoéd
w tabeli 17.1. antyoksydacyjnej CZA
Dodawane objetosSci [cm?]
Odczynnik Proba Proba Proba
odczynnikowa wzorcowa badana

0,2 M bufor octanowy 2,5 2,5 2,5
K,[Fe(CN),] 0,25 0,25 0,25
FeCl, 0,25 0,25 0,25
1. Wymieszac, pobra¢ pipeta 0,75 cm? do kuwety spektrofotometrycznej, zmierzy¢ ab-
sorbancje A, w czasie t,
2. Kuwete wyja¢ ze spektrofotometru i do mieszaniny odezynnikéw dodac:
96% C,H,OH 0,02 - -
1 mM Troloks - 0,02 -
Produkt lub ekstrakt - - 0,02

1. Natychmiast wlaczy¢ stoper — reakcja sie rozpoczyna,
2. Kuwete szybko zakry¢ i wymieszaé zawarto$c,
3. Mierzy¢ absorbancje A_,, co 15 sekund w czasie 3 minut.

Absorbancje wszystkich prob oznaczyé wobec proby odnosnikowej o sktadzie:
2,5 cm? 0,2 M buforu octanowego pH 3,6 + 0,02 cm? 96% C,H,OH

Pomiar dla wszystkich prob wykonaé dwukrotnie, poli-
czy¢ $rednie warto$ci absorbancji w poszezeg6lnych punktach
pomiarowych.

Opracowanie wynikéw

1. Wykresli¢ krzywe A = {(t) dla proby odczynnikowej, wzor-
cowego roztworu Troloksu i prob badanych.

2. Obliczy¢ warto$ci AA = At — At dla proby odczynni-
kowej (AA,), wzorcowego roztworu Troloksu (AA, ) i prob
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badanych (AA,). W oparciu o uzyskane warto$ci obliczy¢
CZA badanych produktéw w przeliczeniu na jednoelektro-
nowe rownowazniki Troloksu. Obliczy¢, jakiemu stezeniu
Troloksu [mg] odpowiada CZA 1 cm?® badanego produk-
tu lub ekstraktu produktu spozywczego, korzystajac ze
wzoru:

Ay —MAy L 077

AA, —AA, 0,02

CZA,[mg TrE cm *]=2x

gdzie:

CZA, — calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna 1 cm?® produktu lub
ekstraktu z produktu spozywczego w przeliczeniu na 1 mg jedno-
elektronowych rownowaznikéw Troloksu (ang. Trolox Equival-
ents, TrE),

2 — wspolezynnik dla przeliczenia na jednoelektronowe réwno-
wazniki Troloksu,

0,77 — objeto$é mieszaniny reakcyjnej (0,75 + 0,02 cm?),

0,02 — objeto$¢ proby badanej w mieszaninie reakcyjnej [cm?],
C. — masa Troloksu dodanego do mieszaniny reakcyjnej

Tr

= 0,005 mg.

Wyniki przedstawi¢ w tabeli 17.2.

Produkt spozywczy AA = At — At CZA
pochodzenia roslinnego B 180 0| [mgTrE cm produktu/ekstraktu]
Material 1
Material 2
Materiat ...

3. Poréwnujac wykresy i warto$ci CZA uzyskane dla po-
szczeg6lnych produktow, wyciagnaé wnioski dotyczace
calkowitej zdolnoSci antyoksydacyjnej produktow spo-
zywezych pochodzenia roslinnego. Na podstawie danych
literaturowych zasugerowac zalezno$é pomiedzy poten-
cjalem antyoksydacyjnym a typem metabolitow wtor-
nych obecnych lub dominujgcych w badanym produkcie
ro§linnym.
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