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Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej wybranych antyoksydantow i naparow
metoda redukcji rodnika DPPH

1. Rola przeciwutleniaczy w organizmach zywych

Szczegblne znaczenie w utrzymaniu prawidlowej réwnowagi potencjatu utleniajaco-
redukujacego w organizmie czlowieka ma zywnos¢. Czlowiek w czasie swojego zycia spozywa ok.
300 ton pokarméw 1 napojoéw. Ta ilo$¢ roznorodnych substancji chemicznych podlega ztozonemu
metabolizmowi w przemianach o charakterze katabolicznym i analitycznym. Wsérod czynnych
substancji zawartych w pozywieniach wazng funkcje pelniag grupa zwigzkéw okreslonych mianem
przeciwutleniaczy. Zwiazki te nie sa syntezowane przez organizm czlowieka, wigc, zapewnianie
prawidtowej ilo$ci dostarczania organizmowi tych zwigzkow w calodziennej racji pokarmowej jest
uwazane za jeden z podstawowych warunkow prawidtowego zywienia i utrzymania dobrego
zdrowia.

W ostatnich latach znacznie wzrosto zastosowanie roslinnych produktow w dietetyce,
pielegnacji 1 profilaktyce wielu schorzen. Substancje roslinne, niemajace wartosci odzywczej,
charakteryzuja si¢ réznorodno$cia budowy chemicznej i zaliczane sg m.in. do witamin. Ich
biologiczna aktywno$¢ czesto wigze si¢ ze zdolno$cig antyoksydacyjng. Wiele zwigzkéw nie jest
syntetyzowanych przez organizm czlowieka, wigc dostarczanie ich ma duze znaczenie, zwlaszcza w
ochronie przed wolnymi rodnikami.

Odpowiedni poziom witamin C 1 E skutecznie obniza ryzyko zachorowania na zawat serca,
a wprowadzenie zwigkszonej dawki beta — karotenu zmniejsza prawdopodobienstwo wylewu.
Przeciwutleniacze wzmacniaja takze uklad odpornosciowy. Regularne podawanie dzieciom
witaminy A znacznie zmniejsza liczbe zachorowan na zakazenia uktadu oddechowego. Ponadto
przeciwutleniacze zwigkszaja ptodno$¢ i zmniejszajg stan zapalny w zapaleniu stawow. Majg duzy
wplyw na zdrowie. Z przeprowadzonych badan wynika, iz niski poziom witaminy A i E wiaze si¢ z
chorobg Alzheimera. U o0sdb starszych majacych niska zawarto§¢ witaminy C we krwi, ryzyko
zachorowania na za¢mg¢ jest jedenascie razy wigksze, niz u os6b majacych wysoki poziom tej
witaminy. U chorych na raka ptuc stwierdzano niski poziom witaminy A.

1.1. Przeciwutleniacze roslinne i ich podzial

Glownym zrodlem przeciwutleniaczy sg produkty i1 surowce pochodzenia roslinnego.
Dlatego nasza codzienna dieta powinna by¢ szczegolnie wzbogacana w owoce 1 warzywa. Zwigzki
te ze wzgledu na roznorodnos¢ ich wystgpowania, réznice w budowie czy mechanizmie dzialania
podzielono na wiele sposobow. Wsréd zwiazkéw natywnie wystgpujacych w  zywnosci
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i charakteryzujacych si¢ aktywno$cig antyoksydacyjng nalezy wymieni¢ nastepujace klasy
zwigzkow :
v’ karotenoidy (likopen, luteina) wystepujace w szpinaku, pomaranczach,
brokutach, pomidorach itd.;
v" bioflawonoidy (flawony, flawonole, moryna, flawanony, izoflawony) wystepuja
w herbacie, czerwone wino, warzywa, owoce, fasola, brokuty, jabtka itd.;
v’ fitosterole (sitosterol) wystepuja w olejach roSlinnych: stonecznikowy,
rzepakowy;
v" taniny (katechiny) obecne w herbacie zielonej, czerwonym winie, winogronach,
v" chlorofile (chlorofil A, chlorofiliny), ktorych bogatym zrodtem sg zielone czesci
roslin;
v’ terpeny (olejki eteryczne) obecne w pomaranczach (limonen), cytrynach
(limonen, cytral);
v’ zwigzki allilowe (siarczek diallilu) wystepuje w warzywach cebulowych;
v pochodne indolowe (alkaloidy indolowe), ktorych zrodtem sg brukselka, kalafior,
kapusta, brokut.

2. Metody badan skuteczno$ci antyoksydantow

Przeciwutleniacze charakteryzuje zdolno$¢ do dezaktywacji rodnikow, zgodnie z dwoma
podstawowymi mechanizmami reakcji: (1) mechanizm przeniesienia atomu wodoru, tzw. HAT oraz
(2) mechanizm przeniesienia pojedynczego elektronu, tzw. SET. Oba te mechanizmy moga
wystepowaé rownolegle, natomiast mechanizm dominujacy jest zalezny od: rozpuszczalnosci,
wspolczynnika  podziatu, wlasciwosci  przeciwutleniacza oraz  ukladu  stosowanych
rozpuszczalnikow.

Metody oznaczenia zdolnosci przeciwutleniajacych mozna podzieli¢ na addycyjne oraz
postaddycyjne, uwzgledniajac zastosowany system pomiarowy.

W metodach addycyjnych aktywnos$¢ jest oznaczana jako opdznienie procesu rozpoczegcia
dziatania dodanego oksydanta na antyoksydant wskaznikowy, w wyniku latwiejszego, a zatem
wczesniejszego utleniania w tym procesie antyoksydantow z badanej probki. W metodach
postaddycyjnych aktywnos$¢ jest oznaczenia poprzez pomiar zmiany stezenia testowego reagenta
lub produktu (np. ABTS™, DPPH', Cu*?, Fe*?) w wyniku bezposredniej reakcji chemicznej lub

rodnikowej odczynnika i antyoksydantow obecnych w probce.



2.1. Metoda z zastosowaniem odczynnika DPPH

Zwiazek 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH), (rys.2) jest jednym z kilku stabilnych
i komercyjnie dostepnych rodnikow azotowych. Roztwory tego zwigzku majg barwe purpurows
zz maksimum absorbancji przy dtugosci fali 515nm. W czasie reakcji redukcji barwa roztworu

zanika; postep mozna monitorowac spektrofotometrycznie.

Rys.3. Forma rodnikowa 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH)

Ograniczeniem tej metody jest fakt, ze DPPH rozpuszcza si¢ jedynie w rozpuszczalnikach
organicznych i nie pozwala na oznaczenie antyoksydantéw hydrofilowych. Zaleta tej metody jest
jej szybkos¢ 1 doktadno$¢, a otrzymane wyniki sg odtwarzalne 1 porownywalne z warto$ciami

uzyskanymi podczas innych badan opartych na zdolno$ci zmiatania wolnych rodnikow.

2.2. Metoda z zastosowaniem odczynnika ABTS

Inng metoda, ktora rowniez jest czesto wykorzystywana do badan jest test, w ktorym
wolnym rodnikiem jest [2,2-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)]. Zastosowanie odczynnika
ABTS umozliwia pomiar catkowitej aktynowosci antyoksydacyjnej probek, w tym plynéw
ustrojowych i1 probek zywnosci. Rodniki ABTS tworza si¢ podczas reakcji chemicznej. Utlenianie
ABTS nastepuje natychmiast, jednak maksymalng warto§¢ absorbancji i petna stabilno$¢ rodnik

uzyskuje po uptywie 6 godzin. Rodniki generowane podczas reakcji maja barwe niebieskozielona.



Stosunkowo prosty sposob wykonania oznaczen w metodzie ABTS sprawia, ze jest to
analiza rutynowo uzywana do oznaczenia zdolnosci antyoksydacyjnych probek przeciwutleniaczy
zardéwno hydrofobowych jak i hydrofilowych. Dodatkowymi zaletami sg duza szybkos$¢ reakcji
karborodnika ABTS z przeciwutleniaczami oraz rozpuszczalnos¢ ABTS zaréwno w wodnych, jak

I organicznych rozpuszczalnikach.

2.3. Metoda z wykorzystaniem odczynnika Folina-Ciocaltea

Do oznaczen potencjalu przeciwutleniajgcego uzywa si¢ rowniez metody z zastosowaniem
odczynnika Folina-Ciocalteau (F-C). Metoda ta stuzy do analizy catkowitej zawartosci fenoli.
Oparta jest na barwnej reakcji migdzy polifenolami a odczynnikiem. Jej zaletg jest duza prostota i
uzyteczno$¢ do standaryzacji materiatdéw biologicznych, wada za$ mata specyficznosé.

Odczynnik F-C jest przygotowywany przez zmieszanie wolframianu sodu (Na;WO,),
molibdenianu sodu (Na,Mo00Q,), siarczanu litu (Li,SO4), wody bromowej oraz st¢zonych kwasow
solnego i fosforowego. Nie okreslono doktadnej struktury zwigzku powstajacego w czasie
przygotowania tego odczynnika. Przypuszczalnie jest to heteropolifosfowolframian molibdenu.
Daje on, w wyniku odwracalnej reakcji jedno- lub dwuelektronowej redukcji, niebiesko zabarwiony
zwiazek (PMoW1;04)". Molibden Mo(V1) przyjmuje elektron i redukowany jest do Mo(V).
Zwiazki fenolowe reaguja z odczynnikiem F-C jedynie w $rodowisku alkalicznym (pH 10). Tylko
w tych warunkach powstaje anion fenolowy, ktory redukuje odczynnik F-C. Mechanizm reakcji
opiera si¢ na przenoszeniu elektronu, a tworzenie niebieskiego barwnika w reakcji zwigzkow
fenolowych z odczynnikiem F-C jest niezalezne od struktury fenoli.

Powyzsza metoda znajduje zastosowanie w analizie ekstraktow roslinnych, zywnosci,

a takze lekow, ktorych elementami sg grupy fenolowe, jak np. salbutamol i morfina.

2.4. Metoda z uzyciem odczynnika DMPD

Metoda z zastosowaniem odczynnika dichlorowodorekdimetylo-p-fenylenodiaminy
(DMPD) jest rowniez zaliczana do metod opartych na pomiarze stopnia odbarwienia roztworu
odczynnika. Zrodtem rodnikéw w tym tescie jest DMPD.
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Rys.4. Dichlorowodorekdimetylo-p-fenylenodiaminy (DMPD)



W $rodowisku kwasowym i w obecno$ci utleniaczcy DMPD tworzy stabilny, barwny

katiorodnik

2.5. Metoda oznaczenia zdolnos$ci redukowania jonéw zelaza — FRAP

Metoda FRAP uzywana jest do oznaczania zdolnosci przeciwutleniajacej komorek i tkanek.
Stuzy takze do pomiaru stresu oksydacyjnego 1 jego skutkéw w organizmie. Dostarcza informacji
na temat oporu stawianego uszkodzeniom spowodowanym przez utleniacze. Stosowano jg przede
wszystkim do oznaczenia sity redukcyjnej ptynow ustrojowych

Metoda oznaczen zdolno$ci redukowania jonéw zelaza (FRAP) pozwala na bezposrednie
okreslenie redukujacych zdolno$ci czystego zwigzku, mieszaniny substancji, czy tez probki
materiatu biologicznego. Zasada dziatania tej metody opiera si¢ na pomiarze redukcji zwigzku
TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-tiazyny) pod wptywem dziatania antyoksydantu.
Obserwuje si¢ zmiang zabarwienia substratu. Z bezbarwnego odczynnika powstaje intensywnie
niebieski produkt.

Metoda ta jest tania, reagenty tatwo przygotowaé, a Otrzymane wyniki sg powtarzalne.
Dodatkowg zaletg jest szybki przebieg analizy.

Wariantem metody FRAP jest metoda oznaczania zdolnosci redukowania miedzi(Il)
(CRA). Rdznica polega na tym, ze zamiast zelaza redukowane sg jony miedzi. Pod wptywem
dziatania przeciwutleniaczy obecnych w probce kompleks Cu(Il) jest redukowany do barwnego
kompleksu miedzi Cu(l). W metodzie tej wykorzystuje si¢ pomiar warto$ci absorpcji tego
barwnego produktu. Istniejg dwie opcje tej metody. Pierwsza z nich wykorzystuje zwigzek o nazwie
bathokuproina  (2,9-dimetylo-4,7-difenylo-1,10-fenantrolina), ktéry tworzy pomaranczowy

kompleks z miedzig Cu(l), bedacy chromoforem.

2.6. Metody wykorzystujace mechanizm reakcji przeniesienia atomu wodoru-HAT

Metody korzystajace z mechanizmu reakcji przeniesienia atomu wodoru — HAT poleca si¢
do pomiaru dezaktywacji wolnych rodnikow, zachodzacej w wyniku oddania atomu wodoru przez
antyoksydant. Przeciwutleniacz obecny w analizowanej probce i modelowy przeciwutleniacz
0 znanym st¢zeniu, zwany ,sonda molekularng” konkuruja ze sobg o mozliwo$¢ reakcji
z rodnikiem nadtlenkowym.

Do analiz opierajacych si¢ na mechanizmie HAT zaliczamy metod¢ oznaczenia zdolnosci
absorpcji rodnikoéw tlenowych (ang. oxygenradicalabsorbancecapacity ORAC). Test ten opiera si¢

na pomiarze spadku fluorescencji tzw. sondy molekularnej spowodowanym uszkodzeniem
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chemicznym wywotanym dziataniem wolnych rodnikow. Metoda ta jest bardziej czuta niz metoda
FRAP. Sonda molekularna w wyniku reakcji z termicznie generowanymi rodnikami nadtlenkowymi

ulega przeksztatceniu w produkt pozbawiony wiasciwosci fluorescencyjnych.

Cwiczenie

Pomiar zdolnos$ci antyoksydacyjnej wybranych antyoksydantow i naparow metodg redukcji
rodnika DPPH

Cel ¢éwiczenia: Zapoznanie z metodyka pomiaru zdolnosci antyoksydacyjnych metoda DPPH,
poznanie skutecznosci antyoksydacyjnej wybranych zwigzkow.

1.  Material badawczy: herbata zielona, herbata czarna, herbata czerwona, bratek, migta, 1i$¢
brzozy, ziele skrzypu, kwiatu bzu czarnego, kwiatostan glogu, kawa mielona, kawa
rozpuszczalna, kwas askorbinowy, kwas kawowy, kwercetyna

2. Odczynniki:

- metanol
- DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl),

3  Sprzet:

- spektrometr Jasco UV-VIS_NIR V670,
- waga techniczna WPT 2, RADWAG,
- waga analityczna AS 220/C/2, RADWAG,

- drobny sprzet laboratoryjny (zlewki, kolba miarowa, pipety, lejki, szalki Petriego, cylinder
miarowy).

4 \Wykonanie oznaczenia:

W celu sporzadzenia roztworu rodnika DPPH odwazy¢ na wadze analitycznej 9,8 mg DPPH i

rozpusci¢ w 50 cm® metanolu. Roztwér miesza¢ na mieszadle magnetycznym przez lh, az do



catkowitego rozpuszczenia barwnika. Nastepnie roztwor przenies¢ do butelki z ciemnego szkla 1

przechowywa¢ w ciemnosci.

Uwaga: Do dalszych pomiaréw nalezy przygotowaé rozcienczenie roztworu DPPH. W tym
celu: przenie$¢ ilosciowo 25 ml wyjsciowego roztwory DPPH do kolby miarowej na 100 ml,
dopehi¢ kolb¢ do kreski metanolem. Wymiesza¢ az kolor roztworu bedzie jednolity. Przela¢
roztwor do butelki z ciemnego szkta. Absorbancja tak przygotowanego roztworu przy diugosci fali

515 nm powinna wynosi¢ 0,9.

Przygotowanie roztworow i naparow antyoksydantow.

v" Przygotowa¢ 1% napary: 1 g badanego oksydantu zala¢ 100 ml wody o temperaturze 90
°C. Po uptywie odpowiednio 1, 5, 15 minut napar przesaczy¢ i ochtodzi¢ do temperatury
pokojowej. Ekstrakty rozcienczy¢ woda w stosunku 1:1.

v" 1 mM wodny roztwoér kwasu askorbinowego (M = 176,12 g/mol)

v 1 mM metanolowe roztwory kwasu kawowego (M = 180,16 g/mol) i kwercetyny (M =
338,27 g/mol)

Ocena calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej

Do kuwety doda¢ 2 cm® $wiezo przygotowanego roztworu rodnika DPPH oraz 200 pl
badanego roztworu. Po 5 minutach zmierzy¢ absorbancj¢ proby badanej wzgledem proby slepej ( 2
cm?® metanolu i 200 pl wody) przy dtugosci fali 515 nm. Jako probe kontrolng nalezy przygotowaé
2 cm® roztworu rodnika DPPH i 200 ul wody. Dla kazdego roztworu badanego wykonaé 3 krotny

pomiar absorbancji.

Dla probek kwercetyny 1 kwasu kawowego §lepa proba jest sam metanol, a proba kontrolng 2 cm’®

roztworu rodnika DPPH 1 200 pl metanolu.
Obliczenia

Zdolno$¢ badanego antyoksydantu obliczy¢ ze wzoru:
% inhibicji = 100 (Ao-A)/Ag

A, — absorbancja rodnika DPPH

A — $rednia warto$¢ absorbancji badanego roztworu zawierajgcego antyoksydant
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Na podstawie uzyskanych wynikéw sporzadzi¢ tabelke, podajac w kolumnach $rednig
warto$¢ absorbancji i % inhibicji dla badanych roztworéw oraz wyciggna¢ wnioski odnosnie ich

zdolno$ci antyoksydacyjne;j.
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