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W1. Badanie wolnych rodnikéw metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego

Zagadnienia.
wolne rodniki — powstawanie i wlasciwosci, dziatanie przeciwutleniaczy, metody wykrywania
wolnych rodnikéw, elektronowy rezonans spinowy — 0pis metody.

Literatura
Jaroszyk Rozdziat 23.10.; Przestalski Rozdziat I11.3. Fizyczne metody badan czasteczek; Biofizyka dla
Biologéw Rozdziat 4.3.4.3. Elektronowy rezonans paramagnetyczny.

Elektronowy rezonans paramagnetyczny mozna zaobserwowa¢ tylko dla substancji
zawierajacej niesparowane elektrony, a wigc dla substancji paramagnetycznej. Stad tez
pochodzi nazwa tego zjawiska, w skrocie okreslanego jako EPR (od ang. Elektron
Paramagnetic Resonance). Niesparowane elektrony wystepuja w wolnych rodnikach i jonach
paramagnetycznych. Zjawisko to mozna obserwowac takze dla elektronéw przewodnictwa w
metalach 1 potprzewodnikach.

Istota zjawiska EPR jest podobna do zjawiska magnetycznego rezonansu jgdrowego
(w skrocie MRJ). Badang probke zawierajaca wolne lub niesparowane elektrony umieszczamy
w statym i jednorodnym polu magnetycznym Bo, co wywoluje zeemanowskie rozszczepienie
poziomow energetycznych elektronow. Jest ono skutkiem oddzialywania momentu
magnetycznego elektronu p* z zewngtrznym polem magnetycznym.

* moment magnetyczny elektronu u zwiazany jest z istnieniem momentu pedu, czyli

spinu elektronu 1. Zachodzi relacja: =y -1, (y — oznacza tzw. wspotczynnik

magnetogiryczny elektronu).

Jesli nastgpnie do probki przylozymy zmienne pole elektromagnetyczne to absorpcja tego
promieniowania zajdzie dla czestosci rezonansowej, tzn. takiej, ktora odpowiada rdznicy
energii  pozioméw energetycznych elektronu, umieszczonego w zewnetrznym polu
magnetycznym.

Poniewaz odleglo$ci pomiedzy sasiednimi poziomami energetycznymi elektronu (
AE =h- f ) sg kilka razy wieksze od odlegtos$ci poziomow energetycznych jadra, to i czestosé
rezonansowa f, pochlanianego promieniowania jest znacznie wigksza od czgstosci
rezonansowych obserwowanych w eksperymencie MRJ. Korzystajac z warunku rezonansu:
w, =274, =y - B, mozna policzy¢, ze np. w polu Bo=1T rezonans paramagnetyczny zajdzie
przy czestosci fo =~ 30 GHz, co odpowiada dlugosciom fal z zakresu mikrofal.

Struktura linii rezonansowej EPR jest czesto bardziej ztozona niz struktura linii MRJ.
Przyczyng tego jest m.in. 1/ tzw. rozszczepienie w polu zerowym (czyli rozszczepienie
poziomoéw energetycznych pod wpltywem wzajemnego oddziatywania wigkszej ilosci spindw
elektronowych) oraz 2/ oddziatywanie centrow paramagnetycznych z momentami
magnetycznymi jader atomowych.

Elektronowy rezonans paramagnetyczny jest bardzo czula metoda stosowang do
badania wolnych rodnikoéw 1 zdolnos$ci ich eliminowania przez tzw. antyoksydanty. Wolne
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rodniki to zwigzki, ktérych nadmiar jest bardzo szkodliwy dla zdrowia cztowieka. Moze
przyspiesza¢ proces starzenia si¢ organizmu, jak rowniez by¢ przyczyna wielu chorob.
Organizm sam stara si¢ regulowac ilo$¢ potrzebnych do jego funkcjonowania rodnikow i bronié¢
si¢ przed ich nadmiarem, ale czgsto jest to niewystarczajace. Dlatego bardzo wazna role
odgrywaja antyoksydanty dostarczane cztowiekowi wraz z dietg. Skuteczno$¢ ich dziatania
mozna bardzo fatwo bada¢ metoda EPR. Poniewaz wolne rodniki sg trudne do rejestracji w
organizmach zywych, ze wzgledu na krotki czas ich zycia, badania ,,in vivo” dziatania
antyoksydantow sg praktycznie niemozliwe. Przeprowadza si¢ je czgsto, stosujac trwaty rodnik
1,1- difenylo-2-pikrylo-hydrazyl (DPPH), ktory zastosujemy rowniez w niniejszym ¢wiczeniu.

Wykonanie ¢wiczenia

Przyrzady 1 materialy: spektrometr EPR (cewki Helmholtza, glowica pomiarowa,
panel sterujacy na komputerze), probka TCNQ (sole aniono-rodnikowe 7,7,8,8-
tetracyjanochinodimetanu) i DPPH (wolny rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl).

1. Wlacz zasilanie spektrometru a nast¢pnie wiacz komputer.

2. Na ekranie wskaznikiem myszy otworz katalog CWNE_AR a nastepnie dwukrotnie
Kliknij na plik cwne_SRV.

3. Po zatadowaniu programu, pojawi si¢ panel z ekranem i przyciskami sterujacymi. Na

gornym pasku w zaktadce Spectrometr wybierz Connect.

Nastgpnie na panelu spektrometru ustaw nastgpujace parametry skanowania:

W boksie Mode zaznacz ESR.

6. W boksie Detection ustaw: | B0 17.84 by 0.01 Gs
Gain 50]; [Phase 84

o s

; |F 50000 kHz by 0.5 kHz|;

7. W boksie Modulation ustaw: | Field sweep 5 Gs|; |2 Mod Amplit. 0.05 Gs

Sweep time 1 min |;

8. W hoksie Acquisition ustaw: [Acc 1];

9. Po ustawieniu powyzszych parametrow, pod kontrolg osoby prowadzacej zajgcia widz
probke rodnika TCNQ do glowicy pomiarowej a nastepnie catos¢ wsun do cewki
Helmbholtza.

10. Nacisnij przycisk START i rozpocznij pomiar sygnatu dla badanej probki.

11. Po zakonczeniu skanowania zapisz sygnat pod nazwa tcnql.dcw wybierajac File / Save
data as....

12. Po zapisaniu danych przejdz do panelu Proc, naci$nij Open file i otworz zapisany przed
chwila plik.

13. Z gbrnego paska wybierz Absorption a zapisany sygnat tym razem jako widmo
absorpcji pojawi si¢ na dolnym ekranie.

14. Przeprowadz analiz¢ sygnatu, tj. naciskajac kolejno przyciski G, HDB oraz Integral
odczytaj wartosci stalej g — G, szerokosci pasma — HDB oraz powierzchni¢ pod
sygnatem — A. Wyniki wpisz do Tabeli 1.

15. Naciskajac przycisk Setup&Acq przejdz z powrotem do panelu skanowania i
przeprowadz dwa kolejne pomiary sygnalu zmieniajac parametr 2 Mod Amplit. na
warto$¢ 0.1 Gs a nastepnie na 0.2 Gs. Sygnat zapisz odpowiednio w plikach tcng2.dcw
oraz tcng3.dcw.

16. Dokonaj analizy zmierzonych sygnatow postgpujac zgodnie z punktami 12-14.
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17. Zmien probke na rodnik DPPH. Wykonaj pomiar sygnatu i jego analize zgodnie z
procedura opisang w pkt. 10 — 14, dla parametru 2 Mod Amplit. o wartosci 0,05 Gs,
0.1 Gs oraz 0.2 Gs przy czym zmierzone Sygnaly zapisz kolejno pod nazwa:
dpphl.dcw, dpph2.dcw i dpph3.dcw. Wyniki wpisz do Tabeli 1.

Tabela 1. Parametry sygnatu EPR zmierzone dla TCNQ i DPPH
Swobodny elektron g = 2.0023

TCNQ DPPH Ns
HDB A HDB A
G (szerokos¢ | (powierzchnia) G (szerokos¢ | (powierzchnia) mdflvi{jg';‘vy," Qms]
pasma) pasma)
mod 0.05
mod 0.1
mod 0.2

Opracowanie wynikow

1. Korzystajac z otrzymanych wynikéw oblicz (dla kazdego mod), na podstawie wzoru
(1), zawarto$¢ wolnych rodnikow Ns w probce TCNQ przyjmujac DPPH jako standard,
ktory posiada w badanej probce Ny = 2-10'2 wolnych rodnikéw na cm?®,

_ ATCNQ
No =N,z @)

ApprpH — warto$¢ pola powierzchni pod sygnatem DPPH; Atcng — wartos$¢ pola powierzchni
pod sygnatem TCNQ.

2. Na podstawie danych z Tabeli 1 oblicz $rednig zawarto$¢ wolnych rodnikow Nsi W
probce TCNQ.
Nssr =
3. Oblicz btad ANssr jako trzykrotno$¢ odchylenia standardowego (3-SD).
ANssr =
4. Dokonaj zaokraglenia i zestawienia wynikow w postaci (Nss- = ANs¢r) [jedn.]:
Nssr =

5. Zapisz wnioski wynikajace z przeprowadzonych pomiarow.



