CWICZENIE 2

I. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnych witaminy C i naparéw

Antyoksydanty sg to zwigzki, ktore w niewielkich stezeniach ochraniajg organizm
przed dziataniem wolnych rodnikédw. Wystepujg m.in. w ziotach, kawie, herbacie, kakao
oraz innych produktach pochodzenia roslinnego. Ekstrakty roslinne bogate w polifenole
i flawonoidy wykazujg silne wiasciwosci antyoksydacyjne, zwigzane z obecnoscig kilku
grup hydroksylowych. Zdolnosci antyoksydacyjne zalezg od potozenia i liczby grup
hydroksylowych; wieksza ich ilos¢ nasila witasciwosci antyoksydacyjne.

Celem c¢wiczenia jest zapoznanie z metodyka pomiaru  zdolnosci
antyoksydacyjnych witaminy C i napardéw z uzyciem syntetycznego rodnika DPPH (1,1-
difenylo-2-pikrylohydrazyl). DPPH jest stabilnym wolnym rodnikiem i ma niesparowany
elektron na powitoce walencyjnej na jednym z atomoéw azotu tworzacych mostek
azotowy. Jego alkoholowy roztwdr ma ciemnofioletowg barwe. W reakcji z substancja,
ktéra moze oddawac¢ atom wodoru tworzy forme zredukowang DPPH i wowczas zanika
fioletowe zabarwienie roztworu. Zmiane te mozna monitorowac spektrofotometrycznie.
Stopien zmiany barwy roztworu DPPH po dodaniu do niego roztworu zawierajgcego

antyoksydanty jest miarg ich zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikow.
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Rys. 1. DPPH a) wolny rodnik, b) forma zredukowana



Wykonanie:

1. Przygotowanie roztwordw i naparow antyoksydantéw:
a) 1 mM roztwér witaminy C.
b) 0,5% napary wybranych herbat, kaw i ziét. 1g badanego antyoksydantu zalano
100mI wody o temperaturze 90 °C. Po uptywie 8 minut napar sgczono i chtodzono

do temperatury pokojowej. Napary rozcienczono wodg w stosunku 1:1.

2.Przygotowanie 0,5 mM alkoholowego roztworu rodnika DPPH.

Roztwér przygotowano rozpuszczajac 19,71 mg DPPH w 100 ml etanolu.
Otrzymany
roztwoér rozcienczono tak, aby jego absorbancja przy dtugosci fali A = 517 nm wynosita

0k.0,9 (odczytywana wobec etanolu).

3. Pomiar absorbancji
Do 2,5 ml roztworu DPPH rozpuszczonego w etanolu doda¢ 33 ul préoby badanej
(roztwor witaminy C, napary) i po wymieszaniu odstawi¢ na 15 minut. Po 15 minutach

wykona¢ pomiar absorbancji naparow wobec préby kontrolnej (etanolu).

4. Obliczenia
Zdolnos¢ badanego antyoksydantu do przeciwdziatania reakcji utleniania obliczy¢ ze
wzoru:

% inhibicji = 100 (Ao - Ag) / Ao

Ao, — absorbancja rodnika DPPH
Ag - wartos¢ absorbancji badanego roztworu zawierajgcego antyoksydant

Il.  Badanie wilasciwosci cukréow, tluszczédw i aminokwaséw na
podstawie wybranych reakcji chemicznych.

A. Wlasciwosci chemiczne cukrow

1. Prdéby redukcyjne

Najczesciej stosowanymi do utleniana grupy aldehydowej akceptorami
elektronéw sg jony metali ciezkich: Cu?* ( proby: Fehlinga, Trommera, Hainesa,
Benedicta), Bi3* (proba Nylandera) i Ag* (préba Tollensa).

Monosacharydy (aldozy i ahydroksyketozy) wykazujg réwniez zdolnosc



redukowania powyzszych jondow w srodowisku alkalicznym, same za$ utleniajg sie do
odpowiednich kwasow. Aldozy ulegajq tej reakcji ze wzgledu na obecnos¢ grupy
-CHO, natomiast ketozy w Srodowisku alkalicznym ulegajq izomeryzacji do
odpowiedniej aldozy. W warunkach préb redukcyjnych, podczas zuzywania formy
tancuchowej, czasteczki pierscieniowe kolejno przechodzg w czgsteczki tarnicuchowe.
W efekcie tych przemian zwieksza sie réwniez ilo$¢ produktéw zredukowanych (Cu?*
— Cult, Ag™ — Ageitp.). WHasciwosci redukcyjne wykazujg takze disacharydy, ktére
posiadajg wolng, niezablokowang grupe -OH przy weglu glikozydowym
(potacetalowym).

Utleniane mogq by¢ albo grupa aldehydowa, albo I-rzedowa grupa alkoholowa
albo obie grupy w zaleznosci od warunkéw utleniania. tagodne utlenianie prowadzi
do utlenienia grupy aldehydowej, w wyniku czego powstajg kwasy R-onowe, w

wyniku energicznego utleniania powstajq kwasy dikarboksylowe R-cukrowe, a jesli

utlenieniu ulega tylko grupa alkoholowa I-rzedowa powstajg kwasy R-uronowe. W
tym ostatnim przypadku utlenianie winno odbywac sie tylko po zablokowaniu grupy
aldehydowej, co ma miejsce podczas przemian biochemicznych w zywych

organizmach.

a) Proba Fehlinga
W probie Fehlinga po zmieszaniu odczynnikdw Fehling I (CuSO4x5H.0 w
rozcienczonym H3S04) i Fehling II (roztwér winianu sodowo-potasowego i NaOH)

powstaje zasadowy roztwdr kompleksu miedzi z winianem, co zapobiega wytrgcaniu

sie osadu Cu(OH)2 i maskowaniu koncowego produktu reakcji - czerwonego osadu
Cu20. Dodany aldehyd ulega utlenieniu oddajac elektrony, ktérych akceptorem jest
dwuwartosciowa miedz. Kompleks miedzi z winianem po ogrzaniu rozpada sie i

powstaje czerwony osad tlenku miedzi (I).

temperatura

glukoza + 2 CuSO4 + 4NaOH — kwas glukonowy + Cu20 + 2Na2S04 + 2H20

niebieski - ceglasto-
winian sodowo-potasowy
czerwony

Wykonanie:

Zmieszac¢ po 1 ml roztwordw Fehling Ii II, ogrza¢ do wrzenia aby sprawdzi¢ czy
nie wystgpi redukcja wiasna odczynnika. Nastepnie dodad kilka kropli roztworu
(glukozy, sacharozy) i ponownie ogrzac. Pojawia sie osad o barwie pomaranczowej
do czerwonej, zaleznie od stanu rozproszenia powstajacego tlenku miedzi(I).

Sacharoza tej proby nie daje.



b) Proba Tollensa (proba lustra srebrowego) — 1 proba na sale

Odczynnik Tollensa stanowi roztwdor wodorotlenku diaminasrebra, ktory
przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem w czystej, doktadnie odttuszczonej
probdéwce.

Wykonanie:

Do doktadnie odttuszczonej probdwki odmierzy¢ 1 ml 0,1 M roztworu AgNOs i
wkraplac ostroznie 2 M roztwdér amoniaku NH3-H20O. Najpierw powstaje zmetnienie i
osad AgOH, ktory po dodaniu dalszych kropli roztworu amoniaku rozpuszcza sie
wskutek powstania zwigzku kompleksowego [Ag(NH3)2]OH. Do przyrzadzonego w ten
sposdb odczynnika dodac 8 kropli badanego roztworu glukozy , zmieszac i ogrzewac
na wrzacej fazni wodnej. Po pewnym czasie na Sciankach probdowki wydziela sie

metaliczne srebro w postaci lustra.
glukoza + 2 [AQ(NHS)Z]OH —}> Ag + kwas glukonowy + 4 NH; +2H .0

c) Proba Barfoeda z glukozg i laktozg

Proba stuzy do odréznienia cukrow prostych od dwucukréow redukujacych.
Dwucukry redukujace dajg dodatni wynik reakcji dopiero po dtuzszym ogrzaniu, a
wiec dopiero po hydrolizie do cukréw prostych. Préba jest stosowana w diagnostyce
cukromoczu dla odrdéznienia redukcji pochodzacej od glukozy lub od laktozy.

Wykonanie:

Do dwodch probéwek odmierzy¢ po 0,5 ml odczynnika Barfoeda (roztwér octanu
miedzi(II) i kwasu octowego), po czym do pierwszej doda¢ 1 ml roztworu glukozy,
do drugiej laktozy, zmieszac i ogrzewac we wrzacej fazni wodnej okoto 3 minut. Osad
tlenku miedzi(I) pojawia sie tylko w probowce zawierajacej glukoze. Po dalszym

ogrzewaniu (ok. 0,5 godziny) osad tlenku miedzi(I) pojawia sie réwniez w probdwce

zawierajgcej laktoze.



2. Proby grupowe
Stezone kwasy, takie jak kwas solny, siarkowy, a nawet octowy odwadniajq
czasteczki monosacharydéw w wyniku czego powstajg aldehydowe pochodne furanu,

z pentoz powstaje furfural, a z heksoz hydroksymetylenofurfural
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Zwigzki te, kondensujac z fenolami, dajg barwne pochodne triarylometanowe
(w probach Molischa, tymolowej) lub ksantenowe (w probach Biala, Seliwanowa).
Reakcje barwne dajg nie tylko monosacharydy, ale réwniez oligo- i polisacharydy,
ktére pod wptywem kwasu ulegajg hydrolizie do cukréw prostych.

Proby Molischa i tymolowa sg probami grupowymi na cukry. Wynik ujemny
wyklucza obecnos$¢ weglowodandw w $rodowisku, natomiast wynik dodatni nie jest
jeszcze dowodem wystarczajacym dla stwierdzenia ich obecnosci. Reakcje barwne z
fenolami daja rowniez inne substancje (aldehydy, aceton, kwasy: mlekowy,

cytrynowy, mrowkowy i inne).

a) Proba Molischa

Wykonanie:

Do okoto 1 ml roztworu cukru doda¢ 2 krople alkoholowego roztworu a- naftolu,
dobrze wymieszac i podwarstwi¢ 1 ml stezonego H>SOa. Po kilku minutach, na granicy
warstw, powstaje czerwono-fioletowy pierscien. Czasami ponizej pierscienia pojawia

sie krgzek zielony, ktory pochodzi od zanieczyszczen a-naftolu.

b) Proba Seliwanowa na ketozy

W Srodowisku stezonego HCI ketoheksozy ulegajg odwodnieniu o wiele tatwiej
niz aldoheksozy. Powstaty hydroksymetylenofurfural tworzy z rezorcyng (1,3-
dihydroksybenzen) kompleks o barwie czerwonej. Probe uwaza sie za dodatnig
jedynie wtedy, gdy zabarwienie wystepuje przed uptywem 1 minuty. Przy dtuzszym
ogrzewaniu, odczyn ten wypada réwniez dodatnio z sacharozg i inuling, ktére ulegajq

hydrolizie do fruktozy.



Wykonanie:

Do okoto 1 ml odczynnika Seliwanowa (0,5% roztwdr rezorcyny w kwasie
solnym rozcienczonym wodg w stosunku 1:2) dodac¢ 4-5 kropli roztworu fruktozy,
zmieszac i ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej ok. 1 minuty, po czym oziebi¢. W
obecnosci ketoz préba barwi sie na jasnoczerwono, za$ przy duzych ich stezeniach

powstaje osad.

c) Proba Biala na pentozy
Zasada proby oparta jest rowniez na zachowaniu sie cukru wobec stezonych
kwaséw, po czym furfural kondensuje z orcyng w obecnosci FeCls.

Wykonanie:

Do okoto 1 ml odczynnika Biala (roztwér orcyny w stezonym kwasie solnym z
dodatkiem FeCl3) dodac¢ 3 krople roztworu pentozy (ksylozy) i ogrza¢ we wrzacej fazni
wodnej. Po kilkudziesieciu sekundach roztwdr zabarwia sie na zielono. Heksozy w

powyzszych warunkach tworzg potaczenia o barwie zéttej.

d) Proba z jodem na skrobie

Wykonanie:

Do okoto 1 ml kleiku skrobiowego dodac 1 krople roztworu jodu w jodku potasu.

Powstaje niebieskie zabarwienie.
B. Reakcje na kwasy ttuszczowe i lipidy

1. Przytaczanie chlorowca do nienasyconych kwasdw ttuszczowych
Jod (lub inne chlorowce) tatwo przytacza sie w miejscu podwdjnego wigzania,
w wyniku czego brunatny roztwér jodu odbarwia sie na skutek powstania

bezbarwnego zwigzku z organicznie zwigzanym jodem.
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Wykonanie:

Do 3 kropli oliwy dodawac kroplami odczynnik Hilbla (roztwor jodu i chlorku rteci(II)
w alkoholu). Plyn odbarwia sie po pewnym czasie w temperaturze pokojowej lub

natychmiast po ogrzaniu

2. Rozpuszczalnos$¢ ttuszczow

Tiuszcze posiadajg dtugie hydrofobowe reszty kwaséw ttuszczowych i dlatego
rozpuszczajq sie dobrze w rozpuszczalnikach nie polarnych, takich jak chloroform,
eter, benzen, nie rozpuszczajg sie natomiast w rozpuszczalnikach polarnych.

Wykonanie:

a) kilka kropli oliwy zala¢ 3 ml wody i wytrzasna¢. Tworzy sie nietrwata emulsja

tluszczu w wodzie, ktéra po pewnym czasie rozdziela sie na dwie warstwy,

b) do kilku kropli oliwy doda¢ 2 ml chloroformu i wstrzasna¢. Ttuszcz ulega

catkowitemu rozpuszczeniu.

3. Powstawanie mydet

Ogrzewanie ttuszczu w Srodowisku alkalicznym doprowadza do hydrolizy wigzan
estrowych, a uwolnione kwasy ttuszczowe tworzg z jonami sodu lub potasu
rozpuszczalne sole, zwane mydtami. Z roztwordw mydet rozpuszczalnych mozna
wytrgcaé¢ mydta nierozpuszczalne odpowiednimi jonami (Ba2*, Ca2*, Pb2*).

Wykonanie:

Do kilku kropli oliwy doda¢ 3-4 ml alkoholowego roztworu KOH, mieszanine
ogrzewac kilka minut we wrzacej fazni wodnej. Do mieszaniny doda¢ 10 ml wody

destylowanej i wstrzgasnac. Pienienie sie roztworu $wiadczy o obecnosci mydet.
C. Reakcje na niektore aminokwasy

Proba ksantoproteinowa na aminokwasy aromatyczne

Aminokwasy zawierajgce pierscien benzenowy (np. tyrozyna) pod wptywem
stez. HNO3 ulegajq nitrowaniu, w wyniku czego powstajg pochodne nitrowe o barwie
z6ttej. Po zalkalizowaniu, zwigzki nitrowe stabo dysocjujg i barwa roztworu zmienia
sie na pomaranczowq. Probe te dajg réwniez inne zwigzki aromatyczne, jak fenol,

benzen itp., a takze wiekszos$c¢ biatek, gdyz zawierajg aminokwasy aromatyczne.

Wykonanie:
Do 1 ml roztworu aminokwasu aromatycznego (tyrozyny) dodac 5 kropli stez

HNQOs, po podgrzaniu roztwér zétknie.



