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Перелік умовних скорочень

Аос - антиоксидантна система
Афк – активні форми кисню
ЕДТА – етилендіамінтетраоцтова кислота
МДА – малоновий діальдегід 
Нмао – низькомолекулярні антиоксиданти
НСТ – нітросиній тетразолій
ПО – пероксидаза
Пол – пероксидне окиснення ліпідів
Рнч – реакція надчутливості
Сод – супероксиддисмутаза
ТБК – 2-тіобарбітурова кислота
тбкап – тіобарбітурат-активні продукти
ТХО – трихлороцтова кислота
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вступ
Одним із елементів реакції-відповіді рослини на атаку патогену 

є окиснювальний вибух, що виражається у накопиченні активних 
форм кисню (АФК) у клітинах. Утворення рослинами АФК  
є одним з факторів їхньої стійкості проти патогенів. У патогенезі 
АФК діють у кількох напрямах:

- мають пряму токсичну дію на патогени;
- слугують посередниками у передачі сигналу для НАДФН-

оксидазної сигнальної системи. Пероксид водню спричиняє 
активацію факторів регуляції транскрипції і, як наслідок, 
експресію захисних генів;

- беруть участь в реалізації реакції надчутливості (РНЧ);
- утворюють поперечні зшивки між компонентами клітинної 

стінки, завдяки чому підвищується її стійкість до ферментативного 
та механічного впливу за поширення патогену.

Водночас існує підвищена ймовірність атаки макромолекул 
активними формами кисню та продуктами їх перетворення.  
У зв’язку з цим клітини рослин виробили потужну багаторівневу 
антиоксидантну систему (АОС), що включає ферментативні та 
неферментативні низькомолекулярні антиоксиданти.

Ферментативні антиоксиданти каталізують детоксикацію 
супероксидного радикала і пероксидів. У вищих рослин ці 
АФК видаляються такими ферментами як супероксиддисмутаза 
(СОД), каталаза, різні пероксидази (аскорбатпероксидаза, 
глутатіонпероксидаза, неспецифічні пероксидази тощо). 
Узгоджена діяльність цих ферментів дає можливість підтримувати 
стабільний рівень супероксидного радикалу та пероксиду водню 
у клітині. Баланс цих сполук і підтримання металів змінної 
валентності у відновленому стані запобігають утворенню 
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високотоксичного гідроксильного радикалу у металзалежних 
реакціях Хабера-Вейса і Фентона.

Зміна активності окисно-відновних ферментів СОД, каталази 
і пероксидази слугує показником реакції-відповіді рослинного 
організму на дію несприятливих факторів оточуючого середо-
вища, у тому числі і патогенів, та для оцінки пристосування 
рослин до умов існування.

Значна кількість АФК в рослинних клітинах утилізується 
за допомогою низькомолекулярних антиоксидантів (НМАО). 
Основними НМАО вважають аскорбінову кислоту, глутатіон, 
каротиноїди, деякі фенольні речовини та багато інших, які 
можуть або знешкоджувати АФК, або слугувати субстратами для 
захисних ферментів.

У рослинних клітинах є велика група низькомолекулярних 
речовин, для яких антиоксидантна функція не основна, але вони 
можуть проявляти антиоксидантні властивості. Ці речовини 
називають «неспеціалізованими» антиоксидантами. До 
«неспеціалізованих» антиоксидантів належать пролін та деякі 
інші амінокислоти, поліаміни, цукри та інші.

Активні форми кисню стимулюють процеси пероксидного 
окиснення ліпідів (ПОЛ), що супроводжуються порушенням 
структурно-функціональної цілісності клітинних мембран. 
Антиоксидантна система спрямована на регуляцію інтенсивності 
процесів ПОЛ. Система ПОЛ-АОС добре збалансована і працює за 
принципом зворотного зв’язку: збільшення рівня антиоксидантів 
призводить до гальмування вільнорадикального окиснення, 
про що свідчить зменшення кількості тіобарбітурат-активних 
продуктів (ТБКАП).

Перелік речовин, які відносять до антиоксидантів, постійно 
розширюється.
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В останні роки з’являються роботи, в яких автори 
пропонують використовувати ферментативні та неферментативні 
антиоксиданти як маркери для оцінки стійкості рослин до 
фітопатогенів ще на ранніх стадіях розвитку рослин, що дозволить 
проводити раннє вибраковування нестійких рослин і значно 
скоротити селекційний процес.

В методичних рекомендаціях описані методи визначення 
активності та вмісту основних антиоксидантів рослинного 
організму.
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Визначення активності антиоксидантних 
ферментів

Лабораторна робота № 1. Визначення активності 
супероксиддисмутази

Ключовим ферментом антиоксидантного захисту є 
супероксиддисмутаза (СОД, КФ 1.15.1.1), яка каталізує 
перетворення супероксидних аніон-радикалів (O2

∙–) на пероксид 
водню і молекулярний кисень:

2O2
∙– + 2H+ → H2O2 + O2.

Сод представлена значною кількістю молекулярних форм, 
що відрізняються між собою за типом металу, який вбудований 
в активний центр ферменту (Cu/Zn–СОД, Mn–СОД, Fe–СОД), 
молекулярною масою, локалізацією у клітині, чутливістю до 
інгібіторів.

Механізм дії СОД полягає в послідовному відновленні та 
окисненні супероксидними аніон-радикалами металу (Me) 
активного центра ферменту:

СОД-Men+ + O2
∙– → СОД-Me(n-1)+ + O2,

СОД-Me(n-1)+ + O2
∙– → СОД-Men+ + H2O2.

СОД локалізована в клітинах рослин там, де відбуваються 
окисно-відновні процеси, тобто майже в усіх компартментах 
клітини: цитозолі, мітохондріях, хлоропластах, пероксисомах, 
гліоксисомах, а також апопласті.

Важливою особливістю молекулярних форм СОД є їхня різна 
чутливість до інгібіторів – ціаніду (CN–) та H2O2. Так, Cu/Zn–СОД 
інгібується CN– і H2O2, Fe–СОД – лише пероксидом водню, а  
Mn–СОД – стійка до дії обох інгібіторів.

Активність СОД в рослинах за дії чинників навколишнього 
середовища змінюється по-різному: відмічається як зниження, 
так і підвищення активності ферменту залежно від інтенсивності 
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і тривалості дії стресора, сприйнятливості організму, стадії 
розвитку рослин тощо.

Активація СОД за дії несприятливих факторів є відповіддю на 
збільшення продукування радикалів супероксиду в цих умовах, 
що забезпечує захист клітин і тканин рослин від окиснювальних 
пошкоджень.

Зниження активності ферменту за несприятливих умов 
сприяє подальшому збільшенню продукції АФК і розвитку 
окиснювальних пошкоджень клітин і тканин рослин.

Вивчення активності ферменту в рослинах з різною стійкістю до 
дії того чи іншого стресора, показує, що стійкі рослини порівняно 
зі сприйнятливими характеризуються вищою активністю 
СОД і менше вираженими окиснювальними пошкодженнями. 
Тобто стійкі рослини мають ефективнішу систему захисту, яка 
забезпечує можливість функціонування в умовах стресу.

Активність супероксиддисмутази (КФ 1.15.1.1) визначають 
спектрофотометричним методом, який базується на здатності 
СОД інгібувати відновлення нітросинього тетразолію (НСТ) до 
нерозчинної синьої сполуки – формазану радикалами супероксиду 
на світлі у присутності рибофлавіну та метіоніну. За одиницю 
активності СОД вважають кількість ферменту, яка викликає  
50%-ве пригнічення утворення формазану.

Мета роботи: порівняти активність супероксиддисмутази  
у здорових та інфікованих рослинах.

Реактиви: гідрофосфат калію (К2НРО4), дигідрофосфат калію 
(КН2РО4), карбонат натрію (Na2CO3), рибофлавін, метіонін, 
нітросиній тетразолій, дистильована вода.

Обладнання: ваги, шпателі, мірні циліндри, хімічні стакани, 
пляшки для зберігання розчинів, охолоджена ступка з товкачиком, 
дозатори, центрифужні пробірки, центрифуга, спектрофотометр.
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Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.
Стокові-розчини:
50 мМ К2НРО4 – 0,871 г К2НРО4 розчинити в дистильованій 

воді і довести об’єм до 100 мл.
50 мМ КН2РО4 – 0,6803 г КН2РО4 розчинити в дистильованій 

воді і довести об’єм до 100 мл.
0,5 М Na2CO3 – 5,3 г Na2CO3 розчинити в дистильованій воді  

і довести об’єм до 100 мл.
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,8):
До 7,3 мл 50 мМ КН2РО4 додати 92,7 мл 50 мМ К2НРО4. До-

вести рН буфера за допомогою 50 мМ К2НРО4 або 50 мМ КН2РО4.
0,0015%-вий розчин рибофлавіну:
0,75 мг рибофлавіну розчинити в дистильованій воді і довести 

об’єм до 50 мл.
5,82%-вий розчин метіоніну:
2,91 г метіоніну розчинити в невеликій кількості 0,5 М Na2CO3 

і довести об’єм Na2CO3 до 50 мл.
0,154%-вий розчин нітросинього тетразолію:
Отруйний!!!
77 мг НСТ розчинити в невеликій кількості 0,5 М Na2CO3  

і довести об’єм Na2CO3  до 50 мл.
2. Наважку свіжого рослинного матеріалу (0,15 г) розтерти  

в охолодженій фарфоровій ступці з 1,5-2 мл 50 мМ K-фосфатного 
буфера (рН 7,8). 

3. Гомогенат кількісно перенести в центрифужні пробірки  
і центрифугувати протягом 5 хв при 15 000 об/хв. за 4°C.

Зверніть увагу! Для визначення активності ферменту  
та вмісту білка використовувати супернатант.
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4. Взяти чотири пробірки. В дві пробірки (дослідні проби) 
додати 0,05 мл супернатанту (надосадового розчину), 1 мл  
5,82%-вого метіоніну, 1 мл 0,154%-вого нітросинього тетразолію; 
в дві інші (контрольні проби) – 0,05 мл 50 мМ K-фосфатного 
буфера (рН 7,8), 1 мл 5,82%-вого метіоніну, 1 мл 0,154%-вого 
нітросинього тетразолію.

5. В усі пробірки додати 1 мл 0,0015%-вого рибофлавіну.
6. Одну дослідну та одну контрольну пробірки інкубувати  

15 хв на світлі (4000 лк на рівні пробірок), другу дослідну і другу 
контрольну пробірки – у темряві.

Зверніть увагу! До вимірювання оптичної густини проби 
слід тримати у темряві.

7. Виміряти оптичну густину за довжини хвилі 560 нм 
відносно проб, що стояли у темряві (контрольну пробу відносно 
контрольної, дослідну – відносно дослідної).

8. Активність СОД в умовних одиницях на 1 г маси сухої 
речовини (див. додаток 1) розрахувати за формулою:

де:
А – активність ферменту,
Dk – оптична густина контрольної проби,
Dd – оптична густина дослідної проби,
Vs – об’єм реакційної суміші, мл,
Ve – загальний об’єм витяжки, мл,
Vr – об’єм витяжки, взятий для реакції, мл,
m – маса наважки, г,
Δm – відношення маси сухої речовини до маси сирої речовини.
9. Зробити висновок про вплив інфікування на активність 

супероксиддисмутази у рослинному матеріалі.

Dk – Dd Vs × Ve
Dk Vr × m × Δm×A = ,
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Питання для самоперевірки:
1. Яку реакцію каталізує СОД?
2. Чим відрізняються молекулярні форми СОД?
3. Які метали містять в активному центрі молекулярні форми 

СОД?
4. В яких компартментах рослинної клітини локалізована СОД?
5. Назвіть інгібітори молекулярних форм СОД.
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Лабораторна робота № 2. Визначення активності каталази
Каталаза належить до класу ферментів – оксидоредуктаз. Вона 

розкладає пероксид водню на воду та молекулярний кисень. 
Оскільки каталаза бере безпосередню участь в реакції, то цей 
процес не потребує інших сполук з властивостями відновника, але 
активний лише в умовах високої концентрації пероксиду водню. 
Пероксид водню здатний однаково легко віддавати і приймати 
електрони, тобто бути і відновником, і окисником, тому взаємодія 
каталази з пероксидом водню проходить у дві стадії. На першій 
стадії реакції пероксид водню буде окисником:

R(Fe2+)2 + H2O2 → R(Fe3+OHˉ)2 ,
а на другій стадії – відновником:

R(Fe3+OHˉ)2 + H2O2→ R(Fe2+)2 + 2H2O + O2.
Крім розкладання пероксиду водню, і тим самим захисту 

клітини від його токсичної дії, фермент каталізує ряд метаболічно 
важливих реакцій. Найактивніша каталаза в молодих життє-
здатних тканинах і органах рослин. З віком, а також у разі зниження 
їхньої життєздатності, активність цього ферменту знижується.

Каталаза локалізована переважно в пероксисомах та 
гліоксисомах (до 80 %), значно менше – в мітохондріях (до 15 %) 
і ще менше – в цитозолі (до 7  %). Філогенетичні дослідження 
показали, що рослинні каталази можна розділити на три класи. 
До класу  I належать ферменти, які виявили як у однодольних, 
так і у дводольних рослин. Ферменти цього класу беруть участь 
у детоксикації пероксиду водню, що утворився в пероксисомах 
і гліоксисомах в умовах нормальної життєдіяльності рослин. 
Каталази класу  II частіше зустрічаються у дводольних рослин. 
Клас III специфічний для однодольних.

Каталаза (КФ 1.11.1.6) є тетрамерним гемовмісним ферментом, 
молекула якого складається з чотирьох ідентичних субодиниць, 
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кожна з яких має у якості кофактора залізопорфіриновий комплекс. 
Атом заліза простетичної групи підлягає поперемінному 
окисненню і відновленню. Молекулярна маса каталази складає 
220 – 270 кДа. У більшості видів рослин виявлена множинність 
форм ферменту. У кукурудзи виявлені три ізоформи каталази: 
локалізовані у пероксисомах та цитозолі (cat1, cat2), а також у 
мітохондріях (cat3).

Каталаза інактивується синильною кислотою, сірководнем, 
гідроксиламіном і азидом натрію. Вона нестійка в кислому середовищі 
й руйнується за рівня рН, нижчого 3,0. Оптимальне значення рН для 
каталази лежить в межах 6,8 – 7,2. З підвищенням температури понад 
10° С зростає руйнування каталази пероксидом водню.

Каталаза знаходиться на одному з перших місць серед 
інших ферментів за каталітичною активністю, що дозволяє 
використовувати цей фермент як показник реакції рослинного 
організму на несприятливі фактори зовнішнього середовища  
і для оцінки пристосування рослин до умов існування.

Активність каталази (КФ 1.11.1.6) визначають спектро-
фотометричним методом, запропонованим Ебі (Aeby, 1984), 
який базується на визначенні швидкості розкладання пероксиду 
водню каталазою з утворенням води і кисню.

Мета роботи: порівняти активність каталази у здорових та 
інфікованих рослинах.

Реактиви: гідрофосфат калію (К2НРО4), дигідрофосфат калію 
(КН2РО4), дистильована вода, концентрований розчин пероксиду 
водню.

Обладнання: ваги, шпателі, мірні циліндри, хімічні стакани, 
пляшки для зберігання розчинів, охолоджена ступка з товкачиком, 
дозатори, центрифужні пробірки, центрифуга, спектрофотометр. 

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
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Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.
Стокові-розчини:
50 мМ К2НРО4 – 0,871 г К2НРО4 розчинити в дистильованій 

воді і довести об’єм до 100 мл.
50 мМ КН2РО4 – 0,6803 г КН2РО4 розчинити в дистильованій 

воді і довести об’єм до 100 мл.
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,8):
До 7,3 мл 50 мМ КН2РО4 додати 92,7 мл 50 мМ К2НРО4. До-

вести рН буфера за допомогою 50 мМ К2НРО4 або 50 мМ КН2РО4.
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,0):
До 48,8 мл 50 мМ КН2РО4 додати 51,2 мл 50 мМ К2НРО4. 

Довести рН буфера за допомогою 50 мМ К2НРО4 або  
50 мМ КН2РО4.

2. Наважку свіжого рослинного матеріалу (0,15 г) розтерти в 
охолодженій фарфоровій ступці з 1,5-2 мл 50 мМ K-фосфатного 
буфера (рН 7,8). 

3. Гомогенат кількісно перенести в центрифужні пробірки і 
центрифугувати протягом 5 хв при 15 000 об/хв. за 4°C.

Зверніть увагу! Для визначення активності ферменту та 
вмісту білка використовувати супернатант.

4. Для визначення активності каталази в дві кювети додати 
по 2,9 мл 50 мМ K-фосфатного буфера (рН 7,0) і 0,09 мл супер-
натанту (надосадового розчину).

5. Кювети помістити в СФ. 
6. В контрольну кювету додати 0,01 мл дистильованої води,  

а в дослідну – 0,01 мл концентрованого пероксиду водню. Перед 
вимірюванням вміст кювет перемішати.

7. Виміряти оптичну густину протягом 60 с за довжини хвилі 240 нм.
8. Активність ферменту виразити в умовних одиницях на 1 г 

маси сухої речовини і на 1 мг білка.
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Активність ферменту в умовних одиницях на 1 г маси сухої 
речовини (див. додаток 1) розрахувати за формулою:

де:
А – активність ферменту,
Do – оптична густина в початковий момент реакції,
Dt – оптична густина в кінці реакції,
V – загальний об’єм витяжки, мл
X – кінцеве розведення витяжки в кюветі (об’єм реакційної 

суміші розділити на кількість екстракту, що додається),
T – час реакції, хв,
L – товщина шару, см,
m – маса наважки, г,
Δm – відношення маси сухої речовини до маси сирої речовини.

Активність ферменту в умовних одиницях на 1 мг білка  
(див. додаток 2) розрахувати за формулою:

де:
А – активність ферменту,
Do – оптична густина в початковий момент реакції,
Dt – оптична густина в кінці реакції,
X – кінцеве розведення витяжки в кюветі (об’єм реакційної 

суміші розділити на кількість екстракту, що додається),
T – час реакції, хв,
L – товщина шару, см,
С – вміст білка в пробі, мг.
9. Зробити висновок про вплив інфікування на активність 

каталази у рослинному матеріалі.

(Dt – Do) × V × X
T × L × m × Δm

A = ,

(Dt – Do) × X
T × L × CA = ,
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Питання для самоперевірки:
1. На які речовини розщеплюється пероксид водню під дією 

каталази?
2. В яких органелах клітини локалізована каталаза?
3. Охарактеризуйте будову молекули каталази.
4. Як змінюється активність каталази в ході онтогенезу рослин?
5. На чому базується метод визначення активності каталази?
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Лабораторна робота № 3. Визначення активності 
неспецифічної пероксидази

Пероксидази належать до оксидоредуктаз – ферментів, які 
каталізують окиснення та відновлення субстрату. Основна функція 
пероксидаз – каталізувати окиснення хімічних сполук за рахунок 
кисню пероксиду водню з утворенням проміжних комплексів, що 
мають різні спектральні характеристики. Загальне рівняння реакції:

Н2О2 + АН2 → А + 2Н2О,

де А і АН2 – окиснений і відновлений субстрати відповідно.
Пероксидази за присутності пероксиду каталізують окиснення 

багатьох органічних сполук׃ фенольні сполуки (пірокатехін, 
пірогалол, гідрохінон, гваякол, резорцин), цитохром с, бензидин, 
анілін, ароматичні кислоти (бензойну, саліцилову, галову), 
аскорбінову кислоту, нітрити та ряд інших сполук.

Ця родина гемовмісних ферментів включає три класи 
пероксидаз (ПО):

I клас – внутрішньоклітинні пероксидази; 
II клас – пероксидази, характерні для грибів; 
III клас – неспецифічні, або класичні пероксидази. 
Неспецифічні пероксидази (КФ 1.11.1.7) – це гемопротеїни, 

специфічні лише стосовно пероксиду водню. Пероксидази 
цього класу присутні практично в усіх компартментах клітини: 
хлоропластах (у стромі та в мембранах тилакоїдів), в мембранах 
гліоксисом, пероксисом, мітохондрій, в цитозолі, клітинній стінці. 

Неспецифічні пероксидази – це гемовмісні глікопротеїни, 
простетична група яких – протогематин ІХ – складається з 
протопорфірину IX та іона заліза Fе3+. Іон заліза пероксидази 
має здатність не лише активувати пероксид водню, а й надавати 
її здатність вступати в реакції окиснення різних субстратів. 
Первинну структуру апоферменту утворюють один полі-
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пептидний ланцюг, який складається приблизно з 300 амінокислот, 
окремі бічні вуглеводні ланцюги та атоми кальцію. Вуглеводи 
підтримують стійкість білка до протеолітичних ферментів, 
кальцій бере участь у збереженні структурної конформації білка, 
зв’язуванні пероксидаз з клітинними структурами і підтриманні 
термостабільності молекули.

Виявлено, що пероксидазі притаманні не тільки пероксидазні, 
але й оксидазні властивості, внаслідок чого можлива каталізація 
окиснення цілої низки сполук за рахунок молекулярного кисню. 
Джерелом активного кисню за каталітичної дії пероксидази 
можуть служити як пероксид водню, так і органічні пероксиди, 
в тому числі пероксиди ненасичених жирних кислот і каротину. 
Пероксидаза каталізує більшість реакцій, що відбуваються в усіх 
тканинах, для цього ферменту розрізняють видову, органогенну, 
тканинну і внутрішньоклітинну специфічність розподілу 
ізопероксидаз. 

Пероксидаза бере участь в утворенні ауксину й етилену, 
відновленні нітратів і нітритів, регуляції синтезу лігніну, тобто 
в азотному обміні, ростових і дихальних процесах, регуляції 
розвитку, дозрівання і старіння рослинних тканин.

Пероксидаза – індуцибельний фермент, індукторами якого 
можуть бути біотичні та абіотичні фактори, внаслідок впливу яких 
змінюється набір ізоферментів або зростає активність уже наявних 
молекулярних форм. Той факт, що ПО має високу спорідненість 
до штучних субстратів служить доказом того, що ензим виконує 
захисну функцію, звільняючи клітини від чужорідного матеріалу.

Встановлено, що за інфікування рослин патогенними 
мікроорганізмами підвищується активність низки 
ферментів: каталази, поліфенолоксидази, аскорбатоксидази, 
цитохромоксидази та інших. Але, зазвичай, активність згаданих 



20

ферментів різко зростає в місцях проникання патогену та навколо 
них. На значній відстані від некрозів активність багатьох названих 
ферментів дорівнює контролю. І тільки активність пероксидази 
зростає впродовж тривалого часу в тканинах, що розташовані 
між некрозами, а також у вище і нижче розташованих, відносно 
інфікованих, листках.

Болгарські дослідники вважають, що пероксидазний тест 
можна використовувати під час оцінки селекційного матеріалу на 
стійкість до патогенів.

Визначення активності пероксидази базується на утворенні 
забарвлених продуктів при окисненні бензидину, гваяколу, 
катехолу та інших фенолів. Загальна схема реакції

Фенол + Н2О2  
Пероксидаза→  Хінон + 2Н2О

Дослід 1. 
Активність пероксидази (КФ 1.11.1.7) визначають за методом 

Бояркіна, що заснований на визначенні швидкості реакції окиснен-
ня бензидину до утворення продукту окиснення синього кольору. 

Мета роботи: порівняти активність пероксидази у здорових  
та інфікованих рослинах.

Реактиви: оцтова кислота (CH3COOH), ацетат натрію 
(CH3COONa), гідроксид натрію (NaOH), дистильована вода,  
3%-вий розчин пероксиду водню, бензидин солянокислий.

Обладнання: ваги, шпателі, мірні циліндри, хімічні стакани, 
пляшки для зберігання розчинів, охолоджена ступка з товкачиком, 
дозатори, центрифужні пробірки, центрифуга, спектрофотометр.

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.
0,2 М Na-ацетатний буфер (рН 5,0): 
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Для приготування 100 мл буфера змішати 30 мл 0,2 М розчину 
CH3COOH і 70 мл 0,2 М розчину CH3COONa. Довести рН буфера 
за допомогою CH3COOH або 5% NaOH.

0,2 М CH3COOH – 2,4 мл CH3COOH довести до 200 мл 
дистильованою водою,

0,2 М CH3COONa – 5,44 г CH3COONa розчинити в дистильо-
ваній воді і довести об’єм до 200 мл.

0,01%-вий розчин солянокислого бензидину:
9,2 мг бензидину розчинити в 1 мл 0,2 М Na-ацетатного буфера 

(рН 5,0) і довести об’єм до 10 мл.
0,3%-вий пероксид водню:
0,5 мл 3%-вого пероксиду водню довести до 5 мл дистильованою 

водою.
2. Наважку свіжого рослинного матеріалу (0,2 г) розтерти  

в охолодженій фарфоровій ступці з 1,5-2 мл 0,2 М Na-ацетатного 
буфера (рН 5,0). 

3. Гомогенат кількісно перенести в центрифужні пробірки  
і центрифугувати протягом 5 хв при 10 000 об/хв за 4°С.

Зверніть увагу! Для визначення активності ферменту та 
вмісту білка використовувати супернатант.

4. Для визначення активності пероксидази в дві кювети додати 
по 0,98 мл 0,2 М Na-ацетатного буфера (рН 5,0), 0,5 мл 0,01%-вого 
розчину солянокислого бензидину і 0,02 мл супернатанту 
(надосадового розчину).

5. Кювети помістити в СФ. 
6. В контрольну кювету додати 0,5 мл дистильованої води,  

а в дослідну – 0,5 мл 0,3%-вого пероксиду водню. 
7. Виміряти оптичну густину протягом 60 с за довжини хвилі 

590 нм.
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8. Активність ферменту виразити в умовних одиницях на 1 г 
маси сухої речовини і на 1 мг білка (див. лаб. роботу №2).

9. Зробити висновок про вплив інфікування на активність 
пероксидази у рослинному матеріалі.

Дослід 2. 
Найбільш чутливим і швидким методом визначення активності 

пероксидази є гваяколовий, який базується на визначенні швидкості 
окиснення гваяколу до тетрагваякохінону за дії пероксидаз у 
присутності пероксиду водню, внаслідок чого реакційна суміш 
набуває червоно-коричневого забарвлення (Dias, Costa, 1983).

Мета роботи: порівняти активність гваяколпероксидази  
у здорових та інфікованих рослинах.

Реактиви: гідрофосфат калію (К2НРО4), дигідрофосфат калію 
(КН2РО4), гваякол, дистильована вода, концентрований розчин 
пероксиду водню.

Обладнання: ваги, шпателі, мірні циліндри, хімічні стакани, 
пляшки для зберігання розчинів, охолоджена ступка з товкачиком, 
дозатори, центрифужні пробірки, центрифуга, спектрофотометр. 

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,8) (див. лаб. роботу №2).
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,0) (див. лаб. роботу №2).
1 %-вий розчин гваяколу:
1 г гваяколу розчинити у невеликій кількості дистильованої 

води, довести об’єм до 100 мл.
Зверніть увагу! Розчин готувати під витяжкою!
2. Наважку свіжого рослинного матеріалу (0,15 г) розтерти  

в охолодженій фарфоровій ступці з 1,5-2 мл 50 мМ K-фосфатного 
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буфера (рН 7,8). 
3. Гомогенат кількісно перенести в центрифужні пробірки  

і центрифугувати протягом 5 хв при 15 000 об/хв. за 4°C.
Зверніть увагу! Для визначення активності ферменту  

та вмісту білка використовувати супернатант.
4. Для визначення активності гваяколпероксидази в дві кювети 

додати по 2,3 мл 50  мМ K-фосфатного буфера (рН 7,0), 0,6 мл 
1 %-вого розчину гваяколу і 0,01 мл супернатанту (надосадового 
розчину).

5. Кювети помістити в СФ. 
6. В контрольну кювету додати 0,01 мл дистильованої води,  

а в дослідну – 0,01 мл концентрованого пероксиду водню. Перед 
вимірюванням вміст кювет перемішати.

7. Виміряти оптичну густину протягом 60 с за довжини хвилі 
470 нм.

8. Активність ферменту виразити в умовних одиницях на 1 г 
маси сухої речовини і на 1 мг білка (див. лаб. роботу №2).

9. Зробити висновок про вплив інфікування на активність 
гваяколпероксидази у рослинному матеріалі.

Питання для самоперевірки:
1. До якого класу ферментів належить пероксидаза?
2. Схарактеризуйте простетичну групу пероксидази.
3. Схарактеризуйте апофермент пероксидази.
4. Назвіть фізіологічні функції пероксидази.
5. На які речовини розщеплюється перекис водню під дією 

пероксидази?
6. На чому заснований метод визначення активності перокси-

дази?
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Лабораторна робота № 4. Визначення активності 
аскорбатпероксидази

Аскорбатпероксидаза (КФ 1.11.1.11) належить до родини 
рослинних і бактеріальних пероксидаз класу І. Цей фермент 
відновлює пероксид водню за участю аскорбінової кислоти. 
В реакції, яку каталізує аскорбатпероксидаза, дві молекули 
аскорбату окиснюються до двох молекул монодегідроаскорбату 
з подальшим швидким утворенням аскорбату і дегідроаскорбату. 
Аскорбатпероксидаза виявлена у вищих рослинах, водоростях  
і ціанобактеріях.

Аскорбатпероксидаза – це гемвмісний фермент з порфіриновою 
структурою простетичної групи. Ізоформи аскорбатпероксидази 
відрізняються за молекулярною масою, оптимумом pH, 
стабільністю та субстратною специфічністю. 

В рослинах аскорбатпероксидаза локалізована переважно 
у хлоропластах, проте є повідомлення про наявність 
аскорбатпероксидази у цитоплазмі, мітохондріях, пероксисомах  
та апопласті.

Активність аскорбатпероксидази (КФ 1.11.1.11) визначають за 
Верма і Дубей (Verma, Dubey, 2003). Метод базується на визначенні 
швидкості розкладання пероксиду водню аскорбатпероксидазою 
дослідного зразка з утворенням води і монодегідроаскорбату.

Мета роботи: порівняти активність аскорбатпероксидази  
у здорових та інфікованих рослинах.

Реактиви: гідрофосфат калію (К2НРО4), дигідрофосфат калію 
(КН2РО4), етилендіамінтетраоцтова кислота (ЕДТА), аскорбінова 
кислота, дистильована вода, концентрований розчин пероксиду 
водню.
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Обладнання: ваги, шпателі, мірні циліндри, хімічні стакани, 
пляшки для зберігання розчинів, охолоджена ступка з товкачиком, 
дозатори, центрифужні пробірки, центрифуга, спектрофотометр. 

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.

Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,8) (див. лаб. роботу №2).
50 мМ K-фосфатний буфер (рН 7,0) (див. лаб. роботу №2).
5 мМ розчин ЕДТА:
20 мг ЕДТА розчинити в 10 мл дистильованої води.
17 мМ розчин аскорбінової кислоти:
30 мг аскорбінової кислоти розчинити в 10 мл дистильованої води.
2. Наважку свіжого рослинного матеріалу (0,15 г) розтерти  

в охолодженій фарфоровій ступці з 1,5-2 мл 50 мМ K-фосфатного 
буфера (рН 7,8). 

3. Гомогенат кількісно перенести в центрифужні пробірки  
і центрифугувати протягом 5 хв при 15 000 об/хв. за 4°C.

Зверніть увагу! Для визначення активності ферменту  
та вмісту білка використовувати супернатант.

4. Для визначення активності аскорбатпероксидази в дві 
кювети додати по 2,8 мл 50 мМ K-фосфатного буфера (рН 7,0), 
0,1 мл 5 мМ розчину ЕДТА, 0,05 мл 17 мМ розчину аскорбінової 
кислоти і 0,05 мл супернатанту (надосадового розчину).

5. Кювети помістити в СФ. 
6. В контрольну кювету додати 0,01 мл дистильованої води,  

а в дослідну – 0,01 мл концентрованого пероксиду водню. Перед 
вимірюванням вміст кювет перемішати.

7. Виміряти оптичну густину протягом 60 с за довжини хвилі 
290 нм.
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8. Активність ферменту виразити в умовних одиницях на 1 г 
маси сухої речовини і на 1 мг білка (див. лаб. роботу №2).

9. Зробити висновок про вплив інфікування на активність 
аскорбатпероксидази у рослинному матеріалі.

Питання для самоперевірки:
1. До якого класу пероксидаз належить аскорбатпероксидаза?
2. Охарактеризуйте будову молекули аскорбатпероксидази. 
3. За якими характеристиками відрізняються ізоформи 

аскорбатпероксидази?
4. В яких органелах рослинної клітини локалізована 

аскорбатпероксидаза? 
5. На чому базується метод визначення активності 

аскорбатпероксидази?
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Визначення вмісту неферментативних 
антиоксидантів

Лабораторна робота № 5. Визначення вмісту аскорбінової 
кислоти та глутатіону

Аскорбінова кислота (гамма-лактон 2,3-дегідро-L-гулонової 
кислоти, вітамін C, аскорбат) C6H8O6, відносно проста органічна 
кислота, споріднена глюкозі, є однією з основних речовин  
в раціоні людини, яка потрібна для нормального функціонування 
сполучної і кісткової тканин. Із-за наявності двох асиметричних 
атомів існують чотири діастереомери аскорбінової кислоти. Дві 
умовно іменовані L- і D-форми хіральні відносно атома вуглецю 
у фурановому кільці, а ізоформа є D-ізомером по атому вуглецю 
у бічному етиловому ланцюзі. Біологічно активний тільки один 
з ізомерів – L-аскорбінова кислота, який називають вітаміном C 
(рис. 1). 

 

Рис. 1. Будова L-форми аскорбінової кислоти

В рослинному організмі найбільшу кількість аскорбінової 
кислоти виявили у плодах – у багатьох фруктах і овочах, а також 
у деяких вегетативних органах. Найбільш багаті аскорбіновою 
кислотою: свіжі плоди шипшини (650-4500 мг/100 г), плоди 
вишні (1000-3300 мг/100 г), молоді ядра волоського горіха  
(600-1600 мг/100 г), болгарський червоний перець (250 мг/100 г), 
чорна смородина і обліпиха (100-400 мг/100 г), хрін  
(100-200 мг/100 г), яблука (20-200 мг/100 г), перець зелений  
солодкий і петрушка (150 мг/100 г), брюсельська капуста  
(120 мг/100 г), кріп (100 мг/100 г), ківі (90 мг/100 г), суниця садова 
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(60 мг/100 г), капуста білокачанна (25-70 мг/100 г), цитрусові  
(38-60 мг/100 г), хвоя сосни і ялиці, картопля (6-20 мг/100 г), 
цибуля ріпчаста (20 мг/100 г), кавун (5-15 мг/100 г).

За фізичними властивостями аскорбінова кислота є білим 
кристалічним порошком кислого смаку. Легко розчинна у воді, 
розчинна в спирті.

Аскорбінова кислота та її натрієва (аскорбат натрію), кальцієва 
і калійна солі застосовуються в харчовій промисловості в якості 
антиоксидантів Е300 - E305,  що запобігають окисненню.

Аскорбінова кислота – це нестійка сполука, що може вільно 
окиснюватись та відновлюватись завдяки наявності двох енольних 
груп (рис. 2). 

А                                           Б
Рис. 2. Окисно-відновні перетворення аскорбінової кислоти, де:

А – L-аскорбінова кислота, Б – L-дегідроаскорбінова 
кислота

В рослинній клітині аскорбінова кислота виконує функції 
відновника і коферменту деяких метаболічних процесів,  
є компонентом антиоксидантної системи, а саме глутатіон-
аскорбатного циклу, що є основним механізмом усунення 
надлишку пероксиду водню у клітинах. Компоненти цього 



29

циклу локалізовані у плазматичній мембрані та більшості 
клітинних органел (в хлоропластах, мітохондріях, пероксисомах, 
гліоксисомах). Аскорбат (як і глутатіон) безпосередньо взаємодіє 
з активними формами кисню, а також бере участь у відновленні 
низькомолекулярних антиоксидантів у ферментативних 
та неферментативних реакціях. В фізіолого-біохімічних 
дослідженнях аскорбат використовують як маркер фізіологічного 
стану рослин та індикатор впливу стресових факторів 
навколишнього середовища. Окисно-відновні перетворення 
аскорбінової кислоти у рослинах тісно пов’язані з перетвореннями 
глутатіону. 

Глутатіон (L-γ-глутаміл-L-цистеїніл-гліцин) C10H17N3O6S 
– трипептид, що складається з залишків трьох амінокислот, 
поєднаних  пептидними зв’язками, – γ-глутамінової кислоти, 
цистеїну та гліцину (рис. 3), виявляється у складі клітин всіх 
організмів. Може існувати в окисненій (Г-S-S-Г) та відновленій 
(Г-SН) формах. Глутатіон у відновленій формі захищає SH-групи 
білків від окиснення окиснювальними чинниками (активні форми 
кисню та ін.). Механізм захисту полягає в тому, що відновлені 
SH-групи численних молекул глутатіону «пропонуються» 
окиснювальним чинникам в якості переважного субстрату 
і окиснюються в той час, як SH-групи білків зберігаються  
в активній відновленій формі. Глутатіон зв’язує вільні радикали, 
відновлює пероксиди (водню та ін.), чим запобігає розвитку 
вільнорадикальних процесів. 

Глутатіон виступає кофактором деяких оксидоредуктаз 
(гліоксилази, формальдегіддегідрогенази та ін.), бере участь 
у транспорті амінокислот через мембрани, знешкоджує ряд 
ксенобіотиків (шляхом кон’югації за дії глутатіон-трансферази) 
та ендогенних метаболітів.



30

 

       А                        Б                    В
Рис. 3. Будова глутатіону, де позначено залишки:  

А – γ-глутамінової кислоти, Б – цистеїну, В – гліцину

Аскорбінова кислота та глутатіон – активні учасники окисно-
відновних реакцій, незамінні складові антиоксидантної системи, 
можуть відновлювати -S-S-зв’язки та функціонувати як проміжні 
переносники водню в процесі дихання. 

Визначення вмісту аскорбінової кислоти ґрунтується на її 
здатності відновлювати 2,6-дихлорфеноліндофенол (реактив 
«фарба Тильманса» – O=C6H2(Cl2)=NC6H4ONa). В залежності 
від лужності середовища та окисно-відновних перетворень 
2,6-дихлорфеноліндофенол змінює колір (рис. 4).

Цю реакцію використовують для визначення вмісту аскорбінової 
кислоти (титруванням до появи рожевого забарвлення в кислому 
середовищі). 

Визначення вмісту глутатіону ґрунтується на його здатності 
відновлювати вільний йод, який вивільняється за умов титрування 
рослинного екстракту йодидом калію (KІ) в кислому середовищі:

5KІ + KІO3 + 6HPO3 → 3H2O + 6KPO3 + 3І2 
2ГSH + І2 → ГS─SГ + 2HІ
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              А                                 Б                               В
Рис. 4. Форми 2,6-дихлорфеноліндофенолу: А – окиснена 
форма в лужному середовищі має синє забарвлення, Б – 

окиснена форма в кислому середовищі – світло-червоне, В – 
відновлена форма (лейкоформа) – знебарвлена

Мета роботи: дослідити вплив стресових факторів різної природи 
на вміст аскорбінової кислоти та глутатіону в рослинних тканинах. 

Реактиви: 5  %-вий розчин метафосфорної кислоти (НРО3), 
дистильована вода, 0,001н розчин 2,6-дихлорфеноліндофенолу, 
0,001н розчин йодату калію (KІO3), 15  %-вий розчин йодистого 
калію (KІ, йодид калію), 1 %-вий розчин крохмалю, кристалізована 
аскорбінова кислота.

Обладнання: ваги, ножиці, порцелянова ступка з товкачиком, 
кварцовий пісок, мірний циліндр місткістю 20 мл, дві мірні колби 
місткістю 25 мл, лійка, складчастий фільтр, 2 бюретки, 2 конічні 
колби для титрування, дозатор, мірна колба місткістю 50 мл. 

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
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Хід роботи
1. Наважку свіжого рослинного матеріалу (1 г) подрібнити 

ножицями, розтерти до однорідного стану у порцеляновій ступці 
з використанням кварцового піску, додаючи невеликими порціями 
5 %-вий розчин метафосфорної кислоти.

Зверніть увагу! Загальна кількість НРО3, що використовується 
для розтирання та перенесення (див. пункти 1 та 2) – 10 мл! 

2. Однорідну суміш кількісно перенести в мірну колбу місткістю 
25 мл, змиваючи ступку залишком 5 %-вого розчину НРО3. Об’єм 
суміші в  колбі довести до мітки дистильованою водою.

3. Вміст колби перемішати і дати настоятися 5 хв.  
4. Ретельно струсити колбу впродовж 2-3 хвилин.
5. Профільтрувати вміст через паперовий складчастий фільтр у 

суху колбу. 
6. Відібрати по 5 мл фільтрату в дві конічні колби для титрування. 
7. Для визначення вмісту аскорбінової кислоти фільтрат 

першої конічної колби титрувати 0,001н розчином 
2,6-дихлорфеноліндофенолу до появи стійкого в продовж 1 хв. 
світло-червоного забарвлення. 

8. Для визначення вмісту глутатіону до фільтрату другої конічної 
колби послідовно додати 2-3 краплі 15  %-вого KІ та 5 крапель 
1 %-вого розчину крохмалю. Отриманий розчин титрувати з іншої 
бюретки 0,001н розчином KІO3 до появи стійкого в продовж 1 хв. 
синього забарвлення.
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9. Провести розрахунки за формулами: 

де:
А – вміст аскорбінової кислоти, мг %; 
Г – вміст глутатіону, мг %;
a – кількість 2,6-дихлорфеноліндофенолу, використаного  

для титрування, мл; 
b – кількість розчину KJO3, використаного для титрування, мл;
k – співвідношення об’ємів b/a; 
0,088 – кількість міліграмів відновленої аскорбінової кислоти, 

еквівалентних 1 мл 0,001н розчину барвника;
0,307 – кількість міліграмів відновленого глутатіону, 

еквівалентних 1 мл 0,001н розчину йодату калію; 
V – загальний об’єм екстракту, мл; 
m – об’єм екстракту, взятого для титрування, мл;
n – наважка рослинного матеріалу, г.
10. Виходячи з отриманих даних можна розрахувати загальну 

редукуючу активність за формулою:

де
Р – загальна редукуюча активність, мг %.
9. Зробити висновки про вміст аскорбінової кислоти, глутатіону 

та про загальну редукуючу активніть у листках здорових  
та інфікованих рослин. 

(a × k) × 0,088 × V × 100
m × nA = ,

(b – a × k) × 0,307 × V × 100
m × nГ = ,

b × V × 100
m × nP = ,



34

Питання для самоперевірки:
1.	 Будова та основні ланки метаболізму аскорбінової кислоти 

та глутатіону.
2. Розкрийте роль аскорбінової кислоти та глутатіону  

в метаболізмі рослин? 
3. Локалізація аскорбінової кислоти в рослинній клітині. 
4. Вміст аскорбінової кислоти в рослинах. 
5. Назвіть фактори, що впливають на вміст аскорбінової 

кислоти та глутатіону в рослинах.
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Визначення вмісту «неспеціалізованих» 
антиоксидантів

Лабораторна робота № 6. Визначення вмісту проліну
Загальною ознакою стресового стану рослинних організмів  

за дії чинників різної природи є значне зростання вмісту вільного 
проліну в їхніх тканинах. Це пояснюється його осморегуляторною 
й осмопротекторною дією, а також здатністю гальмувати процеси 
пероксидного окиснення завдяки своїм антиоксидантним 
властивостям.

Пролін (піролідин-α-карбонова кислота C5H9NO2) – 
гетероциклічна амінокислота, що, як вважається, входить до 
складу всіх білків відомих організмів. Розташування нітрогену 
в циклі проліну забезпечує різке згинання пептидного ланцюга. 
Існує в двох оптично ізомерних формах – L і D (рис. 5), а також у 
вигляді рацематів (рацемат – речовина із однаковою концентрацією 
лівих і правих енантіомерів; рацемічні суміші не демонструють 
оптичної активності). 

Рис. 5. Будова L і D ізомерів проліну

Відомо, що вміст вільного проліну в рослинних клітинах 
багаторазово зростає у відповідь на будь-які стресові фактори: 
посуху, засолення, зміни температури, дію важких металів,  
УФ-випромінення, дефіцит поживних речовин, атаку патогенів 
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чи шкідників, тощо. Крім осмолітичної  функції пролін за дії 
стресорів виконує антиоксидантну, мембранопротекторну, 
шаперонну функції, а також бере участь в регуляції експресії 
деяких генів. Накопичення вільного проліну захищає рослинні 
клітини від руйнації ДНК, інактивації ферментів, блокування 
синтезу і роботи білків та ін. Однією з хімічних властивостей 
проліну є його здатність дезактивувати синглетний кисень 
(метастабільний стан кисню O2) і гідроксил радикал (OH*). 

Пролін в рослинах може синтезуватися двома шляхами – 
із глутамату або із орнітину. Вважається, що синтез проліну, 
індукований дією стресорів, проходить в основному по 
глутаматному шляху (тобто, глутамат є основним джерелом 
«стресового» проліну). Ключовим ферментом цього шляху 
є Δ-пірролін-5-карбоксилатсинтаза. Доступність глутамату 
для синтезу проліну прямо залежить від системи фіксації 
мінерального азоту рослинами. Розкладання проліну відбувається 
у мітохондріях шляхом послідовного його окиснення 
проліндегідрогеназою і пірролін-5-карбоксилатдегідрогеназою 
до глутамату. Активність проліндегідрогенази пригнічується 
за дефіциту води та сольового стресу і активується після 
припинення дії стрес-факторів. Важливим є те, що збільшення 
вмісту проліну за дії стрес-факторів відбувається як внаслідок 
підвищення активності ферментів синтезу проліну, так і внаслідок 
пригнічення активності проліндегідрогенази. Суттєве збільшення 
вмісту вільного проліну в різних органах рослин в умовах стресу 
викликає інтерес багатьох дослідників у зв’язку з можливістю 
використання цього показника в якості біохімічного маркера  
у захисних реакціях рослин за інфікування. 
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Мета роботи: дослідити вплив інфікування на вміст проліну  
в рослинних тканинах.

Реактиви: 85  %-ва фосфатна кислота (Н3РО4), нінгідрин 
(C9H6O4), льодяна оцтова кислота (CH3COOH), 3  %-ва 
сульфосаліцилова кислота (C7H6O6S), бензол (C6H6). 

Обладнання: мірний циліндр на 100 мл, мірна колба на 100 мл, 
лійка, ваги, ступка з товкачиком, мірні пробірки, центрифуга  
(8 тис. об.), дозатор, конічні колби зі зворотними холодильниками 
та кришками, водяна баня, СФ та кювети з кришками.

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини. 
Зверніть увагу! Залежно від кількості варіантів 

запланованого досліду необхідно заздалегідь перерахувати 
кінцеві об’єми розчинів № 1 та № 2 (прийняти до уваги, що 
для аналізу кожного варіанта та СФ-контролю беруть по  
1 мл розчину № 2 – див. пункт 4)!

Розчин № 1 (6 М фосфатна кислота):
Для приготування 6 М Н3РО4 в мірну колбу на 100 мл налити 

близько 50 мл дистильованої Н2О, обережно долити 34,9 мл  
85 %-вої Н3РО4 і довести загальний об’єм водою до 100 мл.

Розчин № 2 (розчин нінгідрину):
Для приготування свіжого розчину нінгідрину в колбу 

внести 1,25 г нінгідрину, додати 30 мл оцтової кислоти та 20 мл  
6 М Н3РО4 (розчин № 1).

2. Наважку свіжого рослинного матеріалу 200 мг подрібнити 
ножицями, ретельно розтерти в фарфоровій ступці з 3 %-вою 
сульфосаліциловою кислотою так, щоб загальний об’єм гомегенату 
після кількісного перенесення в мірну пробірку був 3 мл.
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3. Перелити в центрифужні пробірки. Центрифугувати  
за кімнатної температури 10 хвилин за 8 тис. об/хв.

4. В конічну колбу обережно відібрати 1 мл супернатанту 
(надосадового розчину), додати 1 мл нінгидрину (розчин № 2), 
додати 1 мл оцтової кислоти льодяної. Для СФ-контрольної проби 
в окрему колбу внести 1 мл 3 %-вої сульфосаліцилової кислоти, 
додати 1 мл нінгидрину (розчин № 2) та 1 мл оцтової кислоти 
льодяної. Виконання всіх наступних пунктів обов’язкове також  
і для контрольної проби!

5. Всі колби накрити зворотними холодильниками та помістити 
на водяну баню (100 °С) на 1 годину (з моменту закипання). 

6. Після цього охолодити під холодною водогінною водою, 
щоб швидко зупинити реакцію.

7. В кожну колбу додати по 4 мл бензолу, закрити кришкою, 
ретельно струсити впродовж 15-20 сек. 

8. Після розшарування (розділення фаз) акуратно відібрати 
верхню фазу в спектрофотометричну кювету, закрити кювету 
кришкою.

9. Виміряти оптичну густину на СФ за довжини хвилі 520 нм. 
В якості контролю використовувати пробу, закладену в пункті 4.  

10 Визначити вміст проліну в дослідних пробах, 
використовуючи калібрувальну криву. Величина поглинання має 
лінійну залежність від вмісту проліну.

11. Зробити висновки про вплив інфікування на вміст проліну 
в рослинних тканинах.
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Питання для самоперевірки:
1.	 Поясніть, яка хімічна природа проліну?
2.	 Які рослинні  та тваринні органи і тканини містять пролін?
3.	 Назвіть фактори, що впливають на вміст проліну  

в рослинних тканинах.
4.	 Назвіть функції проліну у рослинній клітині.
5.	 Наведіть основні шляхи синтезу та деградації проліну.
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Визначення індикаторів розвитку 
окиснювального стресу

Лабораторна робота № 7. Характеристика активності 
процесів пероксидного окиснення ліпідів за утворенням 

ТБК-активних продуктів у рослинних тканинах
Загальною відповіддю рослин на дію абіотичних та біотичних, 

зокрема патогенів, стресорів є інтенсифікація утворення  
та накопичення активних форм кисню, які стимулюють процеси 
пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ), що супроводжується 
порушенням структурно-функціональної цілісності клітинних 
мембран. Маркерами ПОЛ є тіобарбітурат-активні продукти, 
зокрема малоновий діальдегід (МДА), які накопичуються  
за активації цього процесу у разі дії стресора. 

малоновий діальдегід (CH2(CHO)2) – високоактивна 
низькомолекулярна гідрофільна сполука (рис. 6), яка за нормальних 
умов присутня в клітинах у низьких концентраціях. У відповідь на 
різні стресові впливи вміст МДА в клітинах рослини підвищується, 
що пов’язане з активацією вільно радикальних реакцій. 

Рис. 6. Структурна формула малонового діальдегіду

У зв’язку з тим, що МДА – один із найбільш стабільних 
продуктів ПОЛ, його вміст в тканинах широко використовують 
для оцінки активності цього процесу. За накопиченням продуктів 
пол можна оцінювати стійкість рослин до дії стресорів різної 
природи. Визначення вмісту МДА в рослинних тканинах 
базується на його реакції з 2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК),  
в результаті якої утворюється забарвлений комплекс з максимумом 
поглинання за 532 нм.
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Мета роботи: дослідити вплив інфікування рослин на вміст 
ТБК-активних продуктів у рослинних тканинах. Визначити зміну 
вмісту МДА залежно від кількості інокулюма / експозиції.

Реактиви: середовище виділення – 0,1 М трис-HCl буфер 
(pH 7,6), 0,67%-вий водний розчин тіобарбітурової кислоти,  
20%-й розчин трихлороцтової кислоти (ТХО), дистильована вода.

Обладнання: ваги, шпателі, мірні циліндри, хімічні стакани, 
пляшки для зберігання розчинів, ступка з товкачиком, дозатори, 
мірні пробірки зі шліфом, дефлегматори (зворотні холодильники), 
водяна баня 100°С, центрифужні пробірки, центрифуга, 
спектрофотометр.

Рослинний матеріал: здорові та інфіковані рослини.
Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.
Середовище виділення:
24,3 г трис-окси-метиламінометану розчинити в 1 л 0,1N HCl 

(3,6 мл конц. HCl на 1 л води) і додати 20,475 г NaCl (pH 7,6).
0,67%-вий розчин ТБК:
0,67 г ТБК розчинити в 100 мл дистильованої води.
20%-вий розчин ТХО:
20 г ТХО розчинити в 100 мл дистильованої води.
2. Наважку свіжого рослинного матеріалу (0,2 г) подрібнити 

ножицями й гомогенізувати у фарфоровій ступці у 2 мл середо-
вища виділення.

3. Гомогенат злити у мірну пробірку. Середовищем виділення  
(1 мл) ретельно змити ступку і товкачик. Загальний об’єм гомогена-
ту після кількісного перенесення в мірні пробірки має бути 3 мл.

Зверніть увагу! Спочатку треба розтерти всі проби, 
довести об’єм до 3 мл, а потім одночасно до всіх проб додати 
ТБК і ТХО.



42

4. До 3 мл гомогенату додати 1 мл 0,67%-вої ТБК і 2 мл  
20%-вої ТХО. 

5. В окремій пробірці до 3 мл середовища виділення додати  
1 мл 0,67%-вої ТБК і 2 мл 20%-вої ТХО. Цю пробу використо-
вувати як контроль у спектрофотометрії.

Зверніть увагу! Для контрольної проби замість середовища 
виділення можна використовувати дистильовану воду.

6. Всі пробірки закрити зворотними холодильниками.
7. Всі проби витримати 30 хв на водяній бані 100°С.
Зверніть увагу! Час засікати після закипання.
8. Охолодити проби без холодильників, перелити в центрифужні 

пробірки і центрифугувати 10 хв за 3000 об/хв.
9. Супернатант акуратно відібрати дозатором у кювети. 

Виміряти оптичну густину на СФ за довжини хвилі 532 нм проти 
контролю (див. п.5).

10. Концентрацію МДА розрахувати за формулою:

де:
С – концентрація МДА, нМоль/г маси сирої речовини,
D – оптична густина за 532 нм,
V – об’єм реакційної суміші, мл,
ε – коефіцієнт молярної екстинкції, 1,56∙105 л∙см-1М-1,
l – товщина шару розчину в кюветі, 1 см,
P – наважка рослинного матеріалу, г,
1000 – кількість мілілітрів в одному л.
11. Зробити висновок про вплив інфікування на процеси ПОЛ 

за вмістом ТБК-активних продуктів у рослинному матеріалі.

D × V
ε × l × 1000 × PC = ,
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Питання для самоперевірки:
1. АФК і пошкодження мембран. 
2. Які сполуки ініціюють ПОЛ?
3. Які сполуки є маркерами ПОЛ?
4. На чому базується метод визначення МДА?
5. Чому для оцінки інтенсивності ПОЛ використовують вміст 

МДА?
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додатки
  Додаток 1

ВИЗНАЧЕННЯ маси СУХОЇ РЕЧОВИНИ У 
РОСЛИНному матеріалі

Матеріали та обладнання: рослинний матеріал; ножиці, аналітичні 
ваги, бюкси, сушильна шафа, ексикатор, щипці.

Хід роботи.
1. Вимити бюкси і висушити їх до постійної маси. Для цього відкриті 

бюкси витримати 60-90 хв. в шафі за 100-105 °С, потім охолодити їх в 
ексикаторі, закрити кришками і зважити на аналітичних вагах. Записати 
масу порожнього бюкса.

Зверніть увагу! Висушування і зважування бюксів повторювати 
доти, доки їх маса не стане сталою.

2. Наважку рослинного матеріалу (1-3-5 г) помістити в підготовлені 
бюкси.

Зверніть увагу! Сирий матеріал повинен лежати в бюксах пухко.
3. Бюкси з рослинним матеріалом зважити на аналітичних вагах. 

Записати масу бюкса з рослинним матеріалом.
4. Бюкси з рослинним матеріалом поставити відкритими в нагріту  

до 105 °С сушильну шафу на 5 год.
Зверніть увагу! Не можна витримувати рослинний матеріал  

в шафі без перерви понад 5 год. Бажано розмістити бюкси на одному 
рівні і не впритул до стінок шафи.

5. Бюкси закрити, перенести в ексикатор, охолодити і знову зважити.
Зверніть увагу! Брати бюкси слід щипцями, а не руками, тому  

що в останньому випадку маса буде змінюватись.
6. Досушування і зважування бюксів з рослинним матеріалом 

необхідно повторювати до досягнення постійної маси бюксів.
7. Розрахувати масу сухої речовини (mср) в 1 г рослинного матеріалу:

mср= mк/mп, де
mк – маса висушеного рослинного матеріалу (г),
mп – маса сирого рослинного матеріалу (г).
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Додаток 2
ВИЗНАЧЕННЯ ВМІСТУ БІЛКА ЗА M. BRADFORD

Принцип цього методу заснований на утворенні комплексів 
барвника кумасі блакитного з білками за рахунок електростатичної 
взаємодії. Максимум поглинання комплексу у видимій області не 
співпадає з максимумом поглинання для чистого барвника, що  
і дозволяє проводити кількісне визначення утворених комплексів. 

Хід роботи
1. Приготувати робочі розчини.

Боратний буфер (рН = 10):
бура Na2B4O7·10H2O (м.м. 381,43 г)
0,05 М розчин бури: 19,07 г на 1 л (1,907 г на 100 мл)
0,2 М розчин NaOH: 8 г на 1 л (0,8 г на 100 мл)
Змішати обидва розчини в пропорції:
50 мл 0,05 М розчину бури та
43 мл 0,2 М розчину NaOH
і довести об’єм до 200 мл дистильованою водою.

Розчин барвника:
10 мг кумасі (діамантовий голубий G-250), 
5 мл 95%-вого етанолу,
10 мл 85%-вої Н3РО4 – змішати і довести дистильованою водою 
до 100мл.

2. Побудувати калібрувальну криву.
Для побудови калібрувальної кривої використовують робочі 

розчини, які отримують шляхом розведення ΙΙΙ-го стандартного 
розчину бичачого сироваткового альбуміну (БСА) з концентрацією 
0,1 мг/мл. Цей розчин отримують із ΙΙ-го стандартного розчину 
БСА з концентрацією 1 мг/мл. Ι-й вихідний стандартний розчин 
БСА містить 10 мг білка/мл. 
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Схема послідовності розведення стандартних робочих розчинів:
Ι-й вихідний стандартний розчин БСА, концентрація 10 мг 

білка/мл:
100 мг БСА + 10 мл буфера.
ΙΙ-й стандартний розчин БСА, концентрація 1 мг білка/мл:
1 мл Ι-го розчину + 9 мл буфера.
ΙΙΙ-й стандартний розчин БСА, концентрація 0,1 мг білка/мл:
1 мл ΙΙ-го розчину + 9 мл буфера.
З ΙΙΙ-го стандартного розчину БСА готують робочі розчини  

(таблиця 1). 
Кінцевий об’єм робочого розчину становить 1 мл.

Таблиця 1. Приготування робочих розчинів

ΙII-й 
стандартний 
розчин, мл

Вміст бса 
в 1 мл 
робочого 
розчину, 
мкг

Буфер, мл

Концентрація 
робочого 
розчину, 
мкг/0,1 мл

Вміст  
бса у 
0,2 мл 
робочого 
розчину, 
мкг

Оптична 
густина 
робочого 
розчину, 
у. o.

0,1 10 0,9 1 2

0,2 20 0,8 2 4

0,3 30 0,7 3 6

0,4 40 0,6 4 8

0,5 50 0,5 5 10

0,6 60 0,4 6 12

0,7 70 0,3 7 14

0,8 80 0,2 8 16

0,9 90 0,1 9 18

10 100 0 10 20

Із робочих розчинів відібрати 0,2 мл у кювету СФ, додати 1 мл  
кумасі і виміряти оптичну густину через 1 хвилину на СФ  
за довжини хвилі 595 нм.
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Побудувати калібрувальну криву за даними двох останніх 
колонок таблиці:

по осі ОУ – оптична густина робочого розчину (у. о.),
по осі ОХ – вміст білка в 0,2 мл робочого розчину, взятого для 

вимірювання на СФ (мкг).
3. До 0,1 мг подрібненого рослинного матеріалу додати 2 мл 

боратного буфера (рН = 10). Екстракцію білків проводити 
протягом однієї години, на холоді періодично помішуючи. 

Зверніть увагу! Для кожного варіанта використовувати 
по три повторності для підвищення точності отриманих 
результатів.

4. Екстракт центрифугувати 15 хвилин при 12000 об/хв. 
5. Відібрати 0,2  мл супернатанту у кювету СФ, додати 1мл 

розчину барвника кумасі і через 0,5-1 хвилину виміряти оптичну 
густину на СФ (довжина хвилі 595 нм). Вимірювання проводити 
проти контролю – 0,2 мл буфера + 1 мл кумасі. 

6. Експериментальні результати отримані на СФ порівняти  
з даними калібрувального графіка.

7. Визначити вміст білка за формулою:

де: 
Х – вміст білка, мг/г сирої речовини,
a – концентрація білка за калібрувальним графіком, мкг/мл,
Vзаг – об’єм, в якому розчинена наважка, мл,
Vдосл – об’єм, взятий для дослідження, мл,
m – наважка рослинного матеріалу, г,
1000 – перерахунок з мкг/г на мг/г.

a × Vзаг
Vдосл × m × 1000X = ,
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