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Cwiczenie

Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej wybranych antyoksydantow i naparow metodg redukcji
rodnika DPPH

Cel éwiczenia: Zapoznanie z metodyka pomiaru zdolno$ci antyoksydacyjnych metoda DPPH,
poznanie skutecznos$ci antyoksydacyjnej wybranych zwigzkow.

1. Material badawczy: herbata zielona, herbata czarna, herbata czerwona, bratek, mieta, lis¢
brzozy, ziele skrzypu, kwiatu bzu czarnego, kwiatostan gtogu, kawa mielona, kawa
rozpuszczalna, kwas askorbinowy

2. Odczynniki:

- metanol
- DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl),

3. Sprzet:

- spektrometr Jasco UV-VIS_NIR V670,

- waga techniczna WPT 2, RADWAG,

- waga analityczna AS 220/C/2, RADWAG,

- drobny sprzet laboratoryjny (zlewki, kolba miarowa, pipety, lejki, szalki Petriego, cylinder
miarowy).

4.  Wykonanie oznaczenia

W celu sporzadzenia roztworu rodnika DPPH odwazy¢ na wadze analitycznej 9,8 mg DPPH i
rozpuscié w 50 cm® metanolu. Roztwor mieszaé na mieszadle magnetycznym przez 1h, az do
catkowitego rozpuszczenia barwnika. Nastepnie roztwor przenies¢ do butelki z ciemnego szkla i

przechowywa¢ w ciemnosci.

Uwaga: Do dalszych pomiaréw nalezy przygotowaé rozcienczenie roztworu DPPH. W tym
celu: przenie$¢ ilosciowo 25 ml wyjsciowego roztwory DPPH do kolby miarowej na 100 ml,
dopeic¢ kolbe do kreski metanolem. Wymiesza¢ az kolor roztworu bedzie jednolity. Przela¢ roztwor
do butelki z ciemnego szkta. Absorbancja tak przygotowanego roztworu przy dtugosci fali 515 nm

powinna wynosi¢ 0,9.
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Przygotowanie roztworow i naparéw antyoksydantow
v Przygotowaé 1% napary: 1 g badanego oksydantu zala¢ 100 ml wody o temperaturze 90
°C. Po uptywie odpowiednio 1, 5, 15 minut napar przesgczy¢ i ochtodzi¢ do temperatury

pokojowej. Ekstrakty rozcienczy¢ woda w stosunku 1:1.

v" 1 mM wodny roztwoér kwasu askorbinowego (M = 176,12 g/mol)

Ocena calkowitej zdolnoS$ci antyoksydacyjnej

Do kuwety doda¢ 2 cm® $wiezo przygotowanego roztworu rodnika DPPH oraz 200 pl
badanego roztworu. Po 5 minutach zmierzy¢ absorbancj¢ proby badanej wzgledem proby Slepej ( 2
cm® metanolu i 200 ul wody) przy dtugosci fali 515 nm. Jako probe kontrolna nalezy przygotowaé 2
cm?® roztworu rodnika DPPH i 200 pl wody. Dla kazdego roztworu badanego wykona¢ 3 krotny

pomiar absorbancji.

Dla probek kwercetyny 1 kwasu kawowego $lepa proba jest sam metanol, a proba kontrolng 2 cm®

roztworu rodnika DPPH 1 200 pl metanolu.
Obliczenia

Zdolno$¢ badanego antyoksydantu obliczy¢ ze wzoru:

% inhibicji = [(Ao-A)/Ag] 100

Ay — absorbancja rodnika DPPH

A — $rednia warto$¢ absorbancji badanego roztworu zawierajacego antyoksydant

Na podstawie uzyskanych wynikéw sporzadzi¢ tabelke, podajac w kolumnach $rednig
warto$¢ absorbancji 1 % inhibicji dla badanych roztworéw oraz wyciagnaé¢ wnioski odnosnie ich

zdolnosci antyoksydacyjne;j.



