Cwiczenie nr 5

Reaktywne formy tlenu

I. Oznaczenie ilosciowe glutationu (GSH) metoda Ellmana

Il. Pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej substancji metoda

redukcji rodnika DPPH

WYKONANIE CWICZENIA:

I. Oznaczenie iloSciowe glutationu (GSH) metoda Ellmana

1. Przygotowanie krzywej kalibracyjnej. Seryjne rozcieficzenia standardowego 1 mM roztworu
glutationu stuzg do przygotowania krzywej wzorcowej.

Przygotuj préby w 8 probdwkach szklanych zgodnie z ponizszg tabelg. W 6 probdéwkach (préby 3-8)
przygotuj rozciericzenia standardowego 1 mM roztworu glutationu, a w dwéch probdwkach (préby

1-2) przygotuj proby slepe.

Proba 1 mM standard GSH Bufor fosforanowy 0,2 M | 0,006 M DTNB
(ml) pH 8,2 (ml)
(ml)
1 (Slepa) 0 2,7
2 (Slepa) 0 2,7
3 0,03 2,67
4 0,06 2,64 0,3
5 0,09 2,61
6 0,12 2,58
7 0,15 2,55
8 0,225 2,475

2. Przygotowanie préb badanych.

Przygotuj w dwéch probdwkach (préby X1 i X2) préby badane wedtug ponizszej tabeli.
Uwaga: Roztwor badany A stanowi czes¢ zestawu cwiczeniowego. Roztwor badany B nalezy
przygotowac¢ samodzielnie poprzez dwukrotne rozciericzenie Roztworu badanego A za pomocq

buforu fosforanowego.



Préba | Roztwér | Objetos¢ roztworu Bufor fosforanowy 0,2 M 0,006 M DTNB
badany | badanego (A lub B) pH 8,2 (ml)
(ml) (ml)
X1 A
X2 5 0,1 2,6 0,3

1. Dokonaj pomiaru absorbancji wszystkich przygotowanych préb (préby 3-8 oraz préby A i B) w
obecnosci proby Slepej, przy dtugosci fali A=412 nm.

2. Oblicz stezenie GSH w probach 3-8, a uzyskane wyniki umies$¢ w sprawozdaniu.

3. Zanotuj w sprawozdaniu wyniki pomiaru absorbancji poszczegdlnych préb oraz réwnanie
sporzadzonej krzywej kalibracyjnej.

4. Na podstawie odczytanej absorbancji i sporzadzonej krzywej kalibracyjnej okresl stezenie

glutationu w badanych prébkach A i B, a wynik umies¢ w sprawozdaniu.

Il. Pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej substancji metodg redukcji rodnika DPPH

1. Z otrzymanych 5 mM roztworéw substancji badanych (1-3), ktére znajdujg sie w probdéwkach

typu eppendorf przygotuj roztwory 1 mM wedtug schematu przedstawionego w ponizszej tabeli.

Objetos¢ roztworu Objetos¢
Préba | Substancja badana Rozpuszczalnik substancji badanej | rozpuszczalnika
(ml) (ml)
1 Kwas galusowy Woda destylowana 0,2 0,8
2 Kwas askorbinowy | Woda destylowana 0,2 0,8
3 a — tokoferol DMSO 0,2 0,8

2. 0,3 mM etanolowy roztwdr DPPH oraz przygotowane roztwory nanies na ptytke 96-dotkowa
wedtug ponizszego schematu, pamietajgc o doktadnym wymieszaniu zawartos$ci poszczegélnych
dotkow. Kazdg prébe wykonaj w trzykrotnym powtdérzeniu.

- w 15 dotkach (3 kolumny, 5 rzedéw) umies¢ 95ul roztworu DPPH

- do kazdego dotka dodaj 5ul odpowiedniego roztworu:

| rzad: H,0

Il rzad: DMSO

Il rzad: kwas galusowy

IV rzad: kwas askorbinowy

V rzad: a-tokoferol



3. Ptytke zamknij i inkubuj w temperaturze pokojowej przez 1 godzine.

4. Po inkubacji odczytaj absorbancje roztwordw znajdujgcych sie w poszczegdlnych dotkach ptytki
przy dtugosci fali 517 nm.

5. Oblicz catkowitg zdolnos¢ antyoksydacyjng badanych substancji do przeciwdziatania reakcji

utleniania korzystajgc z ponizszego wzoru:
% inhibicji = 100 (Ao — As) / Ao

gdzie:

Ao — absorbancja préby kontrolnej

As — absorbancja préby badanej

6. Oblicz, jakie byto stezenie badanych substancji w dotkach (wynik podaj w uM)



