Navody na laboratorni cséni z |ék#ské biochemie (experimentaktést v.7)

MERENI{ CELKOVE ANTIOXIDA CNi KAPACITY (TAC)

Uloha¢.1: Vytvoreni kalibr&nich Kivek pro standardy metod TEAC a FRAP

.
.

B) Vytvoite kalibrani kiivku pro metodu FRAP (Ferric Reducing Antioxidarmr)
1) Do malych @islovanych zkumavekiravteiedinim kalibra&ni roztoky siranu Zeleznatého

ze zasobniho roztoku o koncentragisg, = 1 mmol/l. Vypaitejte vyslednou koncentraci

kalibratnich roztok.

2) Do paralelnich zkumavek napipetujte 2 thhidla FRAP. Z pipravenych kalibrénich

roztoki odeberte 5Ql a pridejte je do zkumavek @nidlem v intervalu 30 sekund tak, Zze

piesré po 10 minutach zgtite absorbanci proti slepému vzorku (zkumawkaO) i

593 nm. (B pridani 50 pl ze zkumavky O spustite stopky, které nechatget)

po 30 sekundachiijavate 50ul z kalibrainiho roztoku 1 do paralelni zkumavky 1, atd.

Presré po 10 minutach provedete nulovani na slepy vzagoekdalSich 30 sekundach [tedy

po 10 minutach a 30 sekundach od prvnifidgmi ze zkumavky 0] provedete prvnéi@ni

absorbance vzorku 1, atd.).

&. zkumavky 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
zés. roztok Feso, (pl) o | s0 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500
destilovana voda ( i) | 500 | 450 | 400 | 350 | 300 | 250 | 200 | 150 | 100 | 50 | ©
Cresos (Mmol/l) o

A593 /////

3) Vytvoite kalibrani graf A% =fce(gesa) = osay... R osax ... geso.




Uloha¢.2: Méteni celkové antioxidai kapacity vzork séra

A) Do «islovanych zkumavek napipetujte po 2 gihidla ABTS. Ze vzork séra pidejte
do gislusnych zkumavek po 50 podle tabulky. Besré po 10 minutach z#ite absorbanci
proti slepému vzorku (zkumavka 0) @i 734 nm. Z kalibrani kiivky pro TEAC odététe

hodnoty koncentrace troloxu.

€. zkumavky 0 1 2
€inidlo ABTS ( pl) 2000 2000 2000
vzorek séra ( pl) - 50 S1 | 50 S2
dest. voda ( )

A /////////
Crrotox (mMmol/) .

B) Do «islovanych zkumavek napipetujte po 2 ihidla FRAP. Ze vzork séra pidejte
do zkumavek po 5Qul. Presrt po 10 minutach z#fte absorbanci proti slepému vzorku
(zkumavkac¢. 0) p@i 593 nm. Z kalibrani kiivky pro FRAP odététe hodnoty koncentrace
FeSQ.

€. zkumavky 0 1 2
Cinidlo FRAP ( ul) 2000 2000 2000
vzorek séra ( pl) - 50 S1 | 50 S2
dest. voda ( )

A /////////
Cresos (Mmol/l) .




Uloha¢.3: Méteni celkové antioxidai kapacity (TAC) po fidani antioxidaniho suplementu

A) Zméeite TAC po gidani vitaminu C
1) Do malych @gislovanych zkumavek fjpravte fednim zésobniho roztoku vitaminu C

(Cvitc = 1 mmol/l) vzorky vitaminu C aizné koncentraci.

€. zkumavky 0 1 2 3 4 5
zas. roztok vit. C ( pl) 0 100 | 200 [ 300 | 400 | 500
dest. voda ( pl) 1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500
Cyitamin C (mm0|/|) %////%

2) Do novych zkumavek napipetujte po 2 smidla ABTS. Z gipravenych vzork riaznych
koncentraci vitaminu C odeberte pDa pidejte je podle schématu v nasledujici tabulce
s intervalem 30 sekund do zkumave&irsidlem. Resré po 10 minutach odiwlani zngite
absorbanci proti slepému vzorku (zkumavkf) @i 734 nm. Z kalibrani kiivky pro TEAC

odetéte hodnoty koncentrace troloxu.

€. zkumavky 0 1 2 3 4 5
€inidlo ABTS ( ul) 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
vzorek vit. C ( ) 50 50 50 50 50

A %////%
CrroLox (Mmolfl) .

3) Do novych zkumavek napipetujte po 2 émidla FRAP. Z pipravenych vzork riznych
koncentraci vitaminu C odeberte pDa pidejte je podle schématu v nasledujici tabulce
s intervalem 30 sekund do zkumave&irsidlem. Resré po 10 minutach odiwlani zngite
absorbanci proti slepému vzorku (zkumavk@) @i 593 nm. Z kalibrani kiivky pro FRAP

odetéte hodnoty koncentrace FesO

€. zkumavky 0 1 2 3 4 5
€inidlo FRAP ( ) 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
vzorek vit. C ( ) 50 50 50 50 50

A %////%
Cresoa (MMol/) .




B) Zméite TAC dvou antioxidénich prepardit

1)

2)

3)

Nasledujici postup provéjde paraleld pro 2 fizné tablety. Veieci misce rozétte tabletu
antioxidaniho preparatu. PraSekegsypte do malé kadinky a rozgtesv 5 ml destilované
vody. Pro odstrami pevnych ¢asti gefiltrujte vzniklou suspenzi gs filtratni papir
v nalevce docisté zkumavky. Ztakto vzniklého vzorkurgpipetujte po jednom ml do
kadinky a #¥ed’te 100 ml destilované vody. Takt#ezkEné roztoky antioxidéniho preparatu

budou slouzit jako vzorek;Ta vzorek .

Do aislovanych zkumavek napipetujte po 2 ¢imlidla ABTS. Z gipravenych vzork T; a
T, odeberte podle schématu v tabulce pub8 pridejte je do zkumavek&@nidlem. Resre
po 10 minutdch zgtte absorbanci proti slepému vzorku (zkumawkaDd) pi 734 nm.
Z kalibraini kiivky pro TEAC odeététe hodnoty koncentrace troloxu.

€. zkumavky 0 1 2
¢inidlo ABTS ( pl) 2000 2000 2000
vzorek T1 () - 50

vzorek T2 () - - 50
destilovana voda ( pl) 50

A734 %////////%

CrroLox (Mmol/l) ///////////%

Do «islovanych zkumavek napipetujte po 2 ¢imlidla FRAP. Z pipravenych vzork T; a
T, odeberte podle schématu v tabulce pub8 pridejte je do zkumavek&@nidlem. Resre
po 10 minutdch zgtte absorbanci proti slepému vzorku (zkumawkaDd) pi 593 nm.
Z kalibrani kiivky pro FRAP odététe hodnoty koncentrace FegsO

€. zkumavky 0 1 2
¢inidlo FRAP ( ul) 2000 2000 2000
vzorek T1 () - 50

vzorek T2 () - - 50
destilovana voda ( pl) 50

AB93 j/////////%

Cresos (MMol/l) .




Uloha¢.4: Méteni celkové antioxidai kapacity slin

1)

2)

3)

4)

VySeteni se provadi nejive 30 minut po jidle. VyS&tvana osoba si vlozi do Ust saci vale
Mirnym Zvykdnim nebo #gvalovanim v Ustech po dobu 1 minuty dojde k nashti do
valetku. Vatovy valéek se pak vloZi zt do grislusné centrifugai zkumavky Salivette, ktera
se uzaie vickem. K ziskani vzorku slin se provede @edini po dobu 2 minutip rychlosti
2.500 ot./min.

Pripravte do stojanu zkumavky podle schématu v naglgdtabulce (ptet zkumavek na
kaZzdou metodu stejny jako &t student v laboratorni skupih+ 1 pro slepy vzorek). Do prvni
piidejte 50 pl destilované vody (bude slouzit jako slepy vzoraktody ABTS) a stiskite
stopky. Pak po 30 sekundachidavejte do kazdé dalSi zkumavky PO vzorku slin (mezi

raiznymi vzorky slin vyngnujte Sptku). Stejnym zpsobem pak postupujte i u druhé metody.

Stud.1 Stud.2 Stud.3 Stud.4 Stud.1 Stud.2 Stud.3 Stud.4
€. zkumavky 0A 1A 2A 3A 4A OF 1F 2F 3F 4F
€inidlo ABTS ( i) 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 - - - - -
¢inidlo FRAP ( pl) - - - - - 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000
vzorek slin ( pl) - 50 50 50 50 - 50 50 50 50
dest. voda ( pl) 50 - - - - 50
CrroLox (Mmol/l) %////////////////
A -

...

Cresoa (Mmol/l)

Presré po 10 minutach zgtite absorbanci roztdgks gidanymi slinami proti slepému vzorku
(zkumavkag¢. 0A) pri 734 nm pro metodu TEAC a proti slepému vzorkwifnlvkac. OF) @i
593 nm pro metodu FRAP.

Z kalibraini kiivky pro TEAC odététe hodnoty koncentrace troloxu a z kaltbrakiivky pro
FRAP odététe hodnoty koncentrace Fe$OSrovnejte ziskané hodnoty s fyziologickym
rozmezim (sliny TAC = 0,3 - 1,0 mmol/l troloxu).

5) Vytvoite graf korelace mezi hodnotami TEAC (mmol/l traip»xa hodnotami FRAP (mmol/l

FeSQ) jako TEAC = fce(FRAP) pro z#&tiené hodnoty vzorkslin vSech studeftv laboratdi.
Uved'te parametrické vyj&eni korel&ni piimky (y = k - x + q) a koretai koeficient.



P¥iprava ¢inidel a zasobnich roztok

Priprava ¢inidla ABTS:

a) Navazit 0,192g ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenziabne-6-sulphonic acid)], rozpustit a
doplnit na 100 ml destilovanou vodou.

b) Navazit 1,622g KS,Og [peroxodisiran draselny], rozpustit a doplnit 88 Inl destilovanou
vodou.
Roztokya ab uchovavat v lednici jako zasobni roztoky.
Pred praktikem:

c) Smichata +b v pontru 80Qul a + 400ul b a nechat za @asného promichani reagovat 5 minut
pii laboratorni teplat.

d) Vznikly tmaw-modry roztok se doplni 50 merstvého acetatového pufru (pH = 4,3).

Priprava ¢inidla FRAP:

a) Navazit 0,310 g TPTZ [2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,Bazine], rozpustit a doplnit na 100 ml
40 mmol/l HCI.

b) Navazit 0,540g Fe@6H,O [hexahydrat chloridu Zelezitého], rozpustit alddama 100 ml
destilovanou vodou.
Roztokya ab uchovavat v lednici jako zasobni roztoky.

c) Pripravit acetatovy pufr o pH = 3,6.

d) Smichat roztoky + b + ¢ v poneru 1:1:10.

Priprava zasobniho roztoku FeS@(c = 1 mmol/l):
a) Navazit 0,278g FeS{¥YH,O [heptahydrat siranu zZeleznatého], rozpustit dritopea 1 litr
destilovanou vodou.

Priprava zasobniho roztoku vitaminu C (c = 1 mmol/l):
a) Navazit 0,176g vitaminu C [kyselina L-askorbovafpustit a doplnit na 1 litr destilovanou
vodou.

Priprava acetatového pufru (pH = 4,3 ):
a) Na 1 litr pufru smichat 600 ml 0,1M kyseliny octow&00 ml 0,1M octanu sodného.

Priprava acetatového pufru (pH = 3,5):
a) Na 1 litr pufru smichat 800 ml 0,1M kyseliny octoew@00 ml 0,1M octanu sodného.

Priprava zasobniho roztoku TROLOX (c = 2 mmol/l):
a) Navazit 0,501g TROLOXu [6-hydroxy-2,5,7,8-tetramdtihroman-2-carboxylic acid],
rozpustit a doplnit na 1 litr destilovanou vodou.



