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Z4. Wyznaczanie aktywnos$ci przeciwutleniajacej plynéw metoda

spektroskopowa
Zagadnienia
Prawo Lamberta-Beera. Schemat pozioméw energetycznych Jabtonskiego. Stan podstawowy
i stany wzbudzone. Zjawisko absorpcji. Rodzaje przej$¢ miedzy poziomami energetycznymi.
Widma emisji i absorpciji.
Literatura
Jaroszyk - rozdz. 12.3.2.; 23.3; 23.4; Biofizyka dla Biologéw rozdz. 3.1 - 3.3.; symulacje:
build an atom.jar, build a molekule.jar
Przyrzady: spektrofotometr Spekol, kuweta do absorpcji
Przebieg pomiarow:
1. Przed wlaczeniem przyrzadu:

- przetacznik P ustaw w pozycji 0"

2. Napetnij kuwete roztworem DPPH a nastgpnie wstaw TR — —E
kuwete do uchwytu, drugg kuwete (referencyjng) z woda . ML . § & Y
] NW

wstaw do drugiego uchwytu
3. Przesun uchwyt tak, aby kuweta referencyjna znalazta si¢ . B
w obudowie fotokomorki. 0 ) @' ®4"R 100
4. Pod kontrolg osoby prowadzacej wiaczy¢ zasilacz i I~ P
odczekaj okoto 10 min. w celu ustabilizowania pracy
zrodta Swiatta.
Ustaw na bebnie B dtugosé fali $wiatta padajacej na probke A =517 nm
Obracajac potencjometrem Ry sprowadz wychylenie wskazéwki na warto$¢ 0 % T, dolna skala. Nastgpnie
ustaw przetgcznik P w pozycji "1" i przetacznikiem R100 sprowadz wskazéwke do wartosci 100%.

7. Przesun uchwyt, aby kuweta pomiarowa zalazta si¢ w obudowie fotokomorki. Przetacznik P SPEKOLA
ustaw w pozycji "'1" i odczytaj wartos¢ absorpcji z gornej skali przyrzadu, i wynik wpisz do Tabeli 1.
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Przygotowanie probek

Przygotowanie probki re{erencyjnej.

Dodaj do zlewki 4,5 cm® wody oraz 0.5 cm?® roztworu DPPH. Po wymieszaniu pobierz 2 cm?®
roztworu i przelej go do kuwety. Zmierz jego absorbcje i zapisz jako wartos¢ Ao w Tabeli 1.
Warto$¢ absorpcji powinna by¢ w zakresie 0,8 do 0,9.

Przygotowanie probki standardu — kwasu galusowego. Do zlewki dodaj 4,5 cm® 10 mM
kwasu galusowgo. Nastepnie dodaj 0.5 cm® roztworu DPPH i w tym samym momencie
uruchom stoper. Pobierz 2 cm® roztworu do kuwety pomiarowej i zmierz jego absorbcje i
zapisz w Tabeli 1 jako A;. Po 10 min zmierz absorpcje roztworu pozostalego w zlewce, i jej
wartos¢ A, wpisz do Tabeli 1. Powyzsza procedure powtorz trzykrotnie.

Przygotowanie probki badanego napoju. Do zlewki dodaj 4,5 cm® badanego napoju a
naste;gnie dodaj 0.5 cm?® roztworu DPPH, i w tym samym momencie uruchom stoper. Pobierz
2 cm” roztworu do kuwety pomiarowej i zmierz jego absorbcje i zapisz w Tabeli 1 jako Aj.
Po 10 min. zmierz absorpcje A, roztworu pozostatego w zlewce, i jej warto$¢ wpisz do Tabeli
1. Powyzsza procedure powtorz trzykrotnie.




Katedra Fizyki i Biofizyki — ¢wiczenia laboratoryjne z fizyki i biofizyki — Z4

Jezeli badana probka jest barwna to do 4.5 cm® probki dodaj 0,5 cm® wody 1 zmierz absorpcje
a utrzymang warto$¢ odejmij od absorpcji Aj.

Opracowanie wynikow

Aktywnos¢ przeciwutleniajacg APU oblicz ze wzoru
APU = (LM)
A

A - absorpcja roztworu DPPH w wodzie; A, - absorpcja badanego roztworu po 10 minutach
od zmieszania z DPPH

Tabela 1. Pomiary absorpcji kwasu galusowego oraz badanego napoju
Kwas galusowy

Ao A, Ao-A; APU
Pomiar 1
Pomiar 1
Pomiar 1
Srednia
SDkg = AAPUgG =
Badany napoj
Ay A, Ap-A; APU
Pomiar 1
Pomiar 1
Pomiar 1
Srednia
SDgok = AAPUgq =

Oblicz warto$¢ APU dla badanego napoju oraz standardu.

Korzystajac z programu komputerowego, Excel lub Statsys, oblicz btad pomiarowy dla
probki referencyjnej oraz kwasu galusowego korzystajac z odchylenia standardowego SD, na
podstawie zaleznosci AAPU= 3xSD.

Zestawienie wynikow
Kwas galusowy APU =

Badany napoj APU =



