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Wstep

Mamy zaszczyt przedstawi¢ Panstwu publikacje, ktora jest efektem II Ogdlnopol-
skiej Konferencji Mtodych Naukowcow Nauk Przyrodniczych ,,Wkraczajac w $wiat
nauki 20157, ktéra si¢ obyta w dniach 10-11 wrze$nia 2015 r. na Wydziale Inzynie-
ryjno-Ekonomicznym Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu. Organizatorem
konferencji jest Katedra Inzynierii Bioprocesowej, aktywnie wspierana przez afi-
liowane przy niej Koto Naukowe Mtodych Inzynierow, oraz Akademickie Centrum
Badan i Rozwoju BioR&D.

Goscilismy ponad 100 przedstawicieli z 30 jednostek naukowych z catego kraju.
Wystuchali$my ponad 60 referatow oraz zobaczylismy 80 posterow. Duze zaintereso-
wanie konferencja §wiadczy o tym, jak bardzo takie inicjatywy sg potrzebne w gronie
mtodych adeptow nauki. Mamy to szcze$cie, ze mtodzi pracownicy nauki zechcieli
si¢ podzieli¢ z nami swoimi pasjami naukowymi. Wierzymy, ze takie inicjatywy sg
potrzebne, a $wiadczy¢é moze o tym liczba uczestnikow. Ufamy, ze nasze spotkanie
bylo doskonata ptaszczyzng do wymiany pogladow na temat zagadnien dotyczacych
bioekonomii, zwigzanych z badaniami podejmowanymi przez studentow i dokto-
rantow. Mamy nadzieje, ze w ten sposob zachecimy mtodych pracownikow nauki
do podejmowania wyzwan i rozwijania pasji naukowych i ze nawigzane znajomosci
zaprocentujag w przyszto$ci wspotpracg naukowa miedzy mtodymi pracownikami,
a co za tym idzie, migdzy uczelniami i osrodkami akademickimi. Zalezy nam na tym,
zeby studenci jak najwcze$niej wchodzili w $wiat nauki, a uczestnictwo w konferencji
1 mozliwos$¢ publikacji byty ich pierwszym krokiem i doskonala okazja, by zaistnie¢
w $wiecie naukowym.

Efektem finalnym konferencji jest niniejsza publikacja zawierajaca zbidr inte-
resujacych, a zarazem réznorodnych artykutow naukowych poruszajacych rozmaite
zagadnienia 1 problemy z obszaru nauk przyrodniczych i bioekonomii.

Sktadamy podzigkowania wszystkim, ktorzy przyczynili si¢ do powstania ni-
niejszej publikacji. Uczestnikom konferencji i autorom publikacji zyczymy wielu
sukcesow naukowych.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego
Matgorzata Krzywonos
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Streszczenie: Zbadano interakcje resweratrolu, kwasow tluszczowych i witmin A, D3,
E z wolnymi rodnikami w celu poréwnania ich zdolno$ci do wygaszania tych rodnikow. Pa-
ramagnetyczne czasteczki DPPH uzyto jako modelowe wolne rodniki. Wyznaczono absorpcje¢
mikrofal o czestotliwosci 9.3 GHz przez DPPH i DPPH oddziatujacy z testowanymi probka-
mi. Widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) mierzono dla DPPH z moca
2.2 mW spektrometrem firmy Radiopan (Poznan) i Rapid Scan Unit firmy Jagmar (Krakow).
Stosowano programy do analizy spektralnej firmy Jagmar i program LabView. Odnotowano
spadek amplitudy od linii EPR DPPH. Reakcje z wolnymi rodnikami malaly w kolejnosci:
resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina E > resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witami-
na A > resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina D3 > resweratrol > resweratrol + kwasy
OMEGA-3. Wszystkie probki wykazaty wlasciwosci antyoksydacyjne. Zmiany oddziatywan
resweratrolu z wolnymi rodnikami obserwowano po dodaniu kwaséw ttluszczowych i witamin.

Stowa kluczowe: wolne rodniki, resweratrol, kwasy thuszczowe, witaminy, spektroskopia EPR.

Summary: Interactions of resveratrol, fatty acid and vitamins: A, D3, E with free radicals
were examined. The aim of this work was to compare their antioxidative properties as ability to
quenching free radicals. Paramagnetic DPPH was used as the model free radicals. Absorption
of microwaves of frequency 9.3 GHz by DPPH and DPPH interacting with the tested samples
was determined. The electron paramagnetic resonance (EPR) spectra were measured for
DPPH with microwave of 2.2 mW by spectrometer produced by Radiopan Firm (Poznan) and
the Rapid Scan Unit of Jagmar Firm (Krakéw). Programs to spectral analysis of Jagmar Firm

* Badania byly finansowane przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, umowa nr KNW-
-1-005/K/4/0.
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(Krakoéw) and the program LabView (National Instruments, USA), were used in this study.
Interactions of DPPH with the tested samples revealed by decrease of amplitude of EPR line
of DPPH. Kinetics of the interactions of the samples with DPPH was determined. It was
pointed out that interactions with free radicals decreased in the following order: resveratrol
+ OMEGA-3+ vitamin E > resveratrol + OMEGA-3 + vitamin A > resveratrol + OMEGA-3
+ vitamin D3 > resveratrol > resveratrol + OMEGA-3. The antioxidative properties of all the
tested samples were proved. The changes of interactions of resveratrol with free radicals were
observed after addition of fatty acids and vitamins to the interacting system.

Keywords: free radicals, resveratrol, fatty acids, vitamin, EPR spectroscopy.

1. Wstep

Resweratrol to organiczny zwiazek chemiczny bedacy polifenolowa pochodng stil-
benu, posiada wtasciwosci antyoksydacyjne. Pozyskiwany jest gtownie ze skorek
czerwonych winogron [Kiselev 2011; Cherniack, Troen 2013]. Strukturg chemiczng
resweratrolu (C,,H,,0,) przedstawiono na rys. 1 [Zejc, Gorczyca 2008].

HO

Rys. 1. Struktura chemiczna resweratrolu

Zrédto: [Zejc, Gorezyca 2008].

Celem badan bylo wyznaczenie zmian w oddziatywaniach resweratrolu z wolnymi
rodnikami, ktoére wystepuja po dodaniu do uktadu kwaséw OMEGA-3 oraz witamin
rozpuszczalnych w thuszczach, takich jak witamina A, D3 1 E. Badania wtasciwosci anty-
oksydacyjnych probek przeprowadzono z wykorzystaniem metody fizycznej polegajace;j
na absorpcji promieniowania mikrofalowego przez probki umieszczone w polu magne-
tycznym [Stankowski, Hilczer 2005; Wertz, Bolton 1986; Eaton, Eaton, Salikhov 1998].

2. Czes¢ eksperymentalna

2.1. Czasteczki DPPH jako modelowe wolne rodniki

Jako modelowe wolne rodniki uzyto paramagnetyczne czasteczki DPPH (2-2-dwu-
fenylo-1-pikrylo-hydrazyl). Struktura czasteczki DPPH jest przedstawiona na rys. 2
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[Bartosz 2013]. Niesparowany elektron w czasteczce DPPH jest zlokalizowany na
atomie azotu (N) [Tirzitis, Bartosz 2010].

OoN

NO,

Rys. 2. Struktura chemiczna DPPH

Zrodto: [Tirzitis, Bartosz 2010].

DPPH badano w postaci 96% roztworu w alkoholu etylowym. Do roztworu do-
dawano kolejno testowane probki. Przygotowano nastgpujace zestawy probek:

2.2. Badane prébki

Zbadano oddziatywania z wolnymi rodnikami dla resweratrolu oraz resweratrolu
z kwasami OMEGA-3 i witaminami: A, D 1 E. Resweratrol + kwasy OMEGA-3,
resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina D3, resweratrol + kwasy OMEGA-3
+ witamina A oraz resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina E. Proporcje w ba-
danych probkach resweratrolu + kwasy OMEGA-3 + witamina byty odpowiednio:
1:1:0,25. Proporcje dobrano eksperymentalnie tak, by zobrazowac kinetyke procesu.

2.3. Pomiary EPR oddzialywania prébek z wolnymi rodnikami

Badania oddziatywania testowanych probek z wolnymi rodnikami przeprowadzono
poprzez porownanie linii EPR wzorcowego DPPH oraz linii EPR DPPH w kontakcie
z probka. Probki umieszczono w cienkosciennych kapilarach o $rednicy zewngtrznej
wynoszacej | mm. Oddziatywania probki z wolnymi rodnikami powoduja wygasza-
nie linii EPR DPPH. Wyznaczono wzgledng zmiang amplitudy (A) linii EPR DPPH
po dodaniu probki do roztworu alkoholu etylowego.

Widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) DPPH rejestrowano
spektrometrem EPR na pasmo X (9.3 GHz) z modulacjg pola magnetycznego wyno-
szacg 100 kHz, produkcji firmy Radiopan (Poznan). Do pomiarow widm EPR wyko-
rzystano takze system numerycznej akwizycji danych Rapid Scan Unit Firmy Jagmar
(Krakoéw). Catkowita moc mikrofalowa wytwarzana przez klistron spektrometru
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wynosita 70 mW. Przylozono thumienie 15 dB, co obnizyto podczas pomiaréw moc
mikrofalowa do wartosci 2.2 mW. Niska moc mikrofalowa gwarantuje brak efektu
nasycenia mikrofalowego linii EPR.

Amplitude (A) linii EPR DPPH wyznaczono z doktadnos$cia [+0.01 j. wzgl.].
Zbadano kinetyke oddziatywania probek z DPPH. Wyznaczono zaleznos$¢ amplitudy
(A) linii EPR DPPH od czasu oddzialywania z probka. Pomiary wykonano co 5 minut
w czasie do 60 minut.

Wyznaczono warto$¢ wspolczynnika rozszczepienia spektroskopowego
g [+0.0002] linii EPR DPPH wedtug wzoru [ Stankowski, Hilczer 2005; Wertz, Bolton
1986; Eaton, Eaton, Salikhov 1998]: g = hv/uBBr, gdzie h — stala Plancka, v — czgsto-
tliwo$¢ promieniowania mikrofalowego, uB — magneton Bohra, Br — rezonansowa
indukcja magnetyczna.

W badaniach EPR stosowano programy do pomiardéw i analiz spektroskopowych
firmy Jagmar (Krakow) i LabView (National Instruments, USA).

3. Wyniki i dyskusja

Widma EPR czasteczek wolnorodnikowych DPPH malaly po dodaniu do roztworu
DPPH w alkoholu etylowym w przypadku wszystkich badanych probek. Wspot-
czynnik rozszczepienia spektroskopowego wynosit 2.0036. Widma EPR DPPH od-
dziatujacego z resweratrolem, resweratrolem i kwasami OMEGA-3, resweratrolem
wraz z kwasami OMEGA-3 i witaming D3, resweratrolem wraz z kwasami OME-
GA-3 i witaming A oraz resweratrolem wraz z kwasami OMEGA-3 i witaming E,
dla czas6w oddzialywania wynoszacych 5 minut i 60 minut, pokazano odpowied-
nio na rys. 3-7. Wygaszanie linii EPR DPPH wskazywato na wtasciwos$ci antyok-
sydacyjne resweratrolu oraz uktadow: resweratrol i kwasy OMEGA-3, resweratrol
wraz z kwasami OMEGA-3 i witaming D3, resweratrol wraz z kwasami OMEGA-3
1 witaming A oraz resweratrol wraz z kwasami OMEGA-3 i witaming E.

Na rysunku 8 przedstawiono kinetyke oddzialywania testowanych probek z DPPH.
Amplituda (A) linii EPR DPPH maleje wraz ze wzrostem czasu oddziatywania z prob-
ka, a nastgpnie osigga warto$¢ stata. Dla wszystkich probek amplituda stabilizuje si¢
po czasie wynoszacym 25 minut.

Na rysunku 9 porownano amplitudy linii EPR DPPH po 60 minutach oddziatywa-
nia z poszczego6lnymi probkami. Amplituda (A) linii EPR ro$nie wedtug nastgpujace;j
kolejnosci: resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina E > resweratrol + kwasy OME-
GA-3 + witamina A > resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina D3 > resweratrol >
resweratrol + kwasy OMEGA-3. Kolejno$¢ ta charakteryzuje oddziatywania probek
z wolnymi rodnikami. Ze wzrostem amplitudy (A) maleja oddziatywania z wolnymi
rodnikami oraz wlagciwosci antyoksydacyjne probek. Dodanie kwasow OMGA-3 do
resweratrolu powodowato lekki wzrost amplitudy linii DPPH, czyli lekkie obnizenie
oddziatywan leku z wolnymi rodnikami. Kwasy OMEGA-3 wraz z witaminami D3,
A 1 E zwigkszaly oddziatywania resweratrolu z wolnymi rodnikami, poniewaz
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amplitudy (A) linii EPR DPPH w przypadku tych ztozonych uktadow byty mniejsze
anizeli dla resweratolu 1 resweratrolu z kwasami OMEGA-3.

325 8 [mT] 345

325 B [mT] 345

Rys. 3. Widmo EPR DPPH oddziatujacego z resweratrolem w czasie: (a) 5 minut oraz (b) 60 minut.
B — indukcja magnetyczna, A — wyznaczana amplituda sygnalu EPR

Zrodto: badania wiasne.

325 B [mT] 345

325 B [mT] 345

Rys. 4. Widmo EPR DPPH oddzialujacego z resweratrolem i kwasem OMEGA-3 w czasie: (a) 5 minut
oraz (b) 60 minut. B — indukcja magnetyczna

Zrodto: badania wiasne.
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325 B [mT] 345

b

W\M/V"\w-v

325 B [mT] 345

Rys. 5. Widmo EPR DPPH oddziatujacego z resweratrolem, kwasem OMEGA-3 i witaming D3
w czasie: (a) 5 minut oraz (b) 60 minut. B — indukcja magnetyczna

Zrédlo: badania wlasne.
a

W

325 B [mT] 345

b

Pisrmpugsonn e ) S gt

325 B [mT] 345

Rys. 6. Widmo EPR DPPH oddziatujacego z resweratrolem, kwasem OMEGA-3 i witaming A w czasie:
(a) 5 minut oraz (b) 60 minut. B — indukcja magnetyczna

Zrodto: badania wiasne.



Analiza oddzialywan resweratrolu, kwasow tluszczowych oraz witamin... 35

a

MWW

325 B [mT] 345

325 B [mT] 345

Rys. 7. Widmo EPR DPPH oddziatujacego z resweratrolem, kwasem OMEGA-3 i witaming E w czasie:
(a) 5 minut oraz (b) 60 minut. B — indukcja magnetyczna

Zrédlo: badania wlasne.

12

’ WZORZEC DPPH
@
[ ]
]
08
+* u =
]
ary LS S S T D R T -
v
06
3
=]
< S X X
7 X X X X X
02 A A N
- LS - A A A A A A A A
X
X X x X X X x x X XX
0 . r . . r . : . . ; . \
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

t [minuty;

¢R+0-3 mR aR+0-3+WITA xR+0-3+WIT.E x R+0-3 +WIT.D3

Rys. 8. Kinetyka zmian amplitudy (A) linii EPR DPPH badanych probek z czasem (t). R — resweratrol,
0-3 - OMEGA-3, WIT.D3 — witamina D3, WIT.A — witamina A, WIT.E — witamina E

Zrédlo: badania wlasne.
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1.2
1
0.8
®
Z o6
<
0.4
) I
DPPH resweratrol resweratrol+ resweratrol+ resweratrol+ resweratrol +
OMEGA3 OMEGA3 + OMEGA3 + OMEGA3 +
witamina D3 witamina A witamina E

Rys. 9. Porownanie amplitud (A) linii EPR DPPH oddziatujacego 60 minut z resweratrolem,
resweratrolem + kwasy OMEGA-3, resweratrolem + kwasy OMEGA-3 + witamina D3, resweratrolem
+ kwasy OMEGA-3 + witamina A oraz resweratrolem + kwasy OMEGA-3 + witamina E

Zrodto: badania wiasne.

Uzyskane rezultaty potwierdzity przydatno$¢ spektroskopii elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego do testowania oddziatywan substancji leczniczych z wol-
nymi rodnikami. Wykazano przydatno$¢ analizy porownawczej liniit EPR DPPH
i DPPH w kontakcie z testowang probka.

4. Podsumowanie

Poréwnanie widm EPR wolnego rodnika DPPH i DPPH oddziatujacego z reswera-
trolem, kwasami OMEGA-3 i witaminami rozpuszczalnymi w kwasach thuszczo-
wych (A, D3 i E) potwierdzily ich wlasciwosci antyoksydacyjne. Wykazano, ze od-
dziatywania z wolnymi rodnikami malaty w nast¢pujacej kolejnosci: resweratrol +
kwasy OMEGA-3 + witamina E > resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina A >
resweratrol + kwasy OMEGA-3 + witamina D3 > resweratrol > resweratrol + kwasy
OMEGA3. Dodanie kwasow OMGA-3 do resweratrolu powodowato lekkie obnize-
nie oddziatywan leku z wolnymi rodnikami. Kwasy OMEGA-3 wraz z witaminami
D3, A i E zwigkszaly oddzialywania resweratrolu z wolnymi rodnikami.
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