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Wstęp

Mamy zaszczyt przedstawić Państwu publikację, która jest efektem II Ogólnopol-
skiej Konferencji Młodych Naukowców Nauk Przyrodniczych „Wkraczając w świat 
nauki 2015”, która się obyła w dniach 10-11 września 2015 r. na Wydziale Inżynie-
ryjno-Ekonomicznym Uniwersytetu Ekonomicznego we Wrocławiu. Organizatorem 
konferencji jest Katedra Inżynierii Bioprocesowej, aktywnie wspierana przez afi-
liowane przy niej Koło Naukowe Młodych Inżynierów, oraz Akademickie Centrum 
Badań i Rozwoju BioR&D. 

Gościliśmy ponad 100 przedstawicieli z 30 jednostek naukowych z całego kraju. 
Wysłuchaliśmy ponad 60 referatów oraz zobaczyliśmy 80 posterów. Duże zaintereso-
wanie konferencją świadczy o tym, jak bardzo takie inicjatywy są potrzebne w gronie 
młodych adeptów nauki. Mamy to szczęście, że młodzi pracownicy nauki zechcieli 
się podzielić z nami swoimi pasjami naukowymi. Wierzymy, że takie inicjatywy są 
potrzebne, a świadczyć może o tym liczba uczestników. Ufamy, że nasze spotkanie 
było doskonałą płaszczyzną do wymiany poglądów na temat zagadnień dotyczących 
bioekonomii, związanych z badaniami podejmowanymi przez studentów i dokto-
rantów. Mamy nadzieję, że w ten sposób zachęcimy młodych pracowników nauki 
do podejmowania wyzwań i rozwijania pasji naukowych i że nawiązane znajomości 
zaprocentują w przyszłości współpracą naukową między młodymi pracownikami, 
a co za tym idzie, między uczelniami i ośrodkami akademickimi. Zależy nam na tym, 
żeby studenci jak najwcześniej wchodzili w świat nauki, a uczestnictwo w konferencji 
i możliwość publikacji były ich pierwszym krokiem i doskonałą okazją, by zaistnieć 
w świecie naukowym.

Efektem finalnym konferencji jest niniejsza publikacja zawierająca zbiór inte-
resujących, a zarazem różnorodnych artykułów naukowych poruszających rozmaite 
zagadnienia i problemy z obszaru nauk przyrodniczych i bioekonomii.

Składamy podziękowania wszystkim, którzy przyczynili się do powstania ni-
niejszej publikacji. Uczestnikom konferencji i autorom publikacji życzymy wielu 
sukcesów naukowych.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego 
Małgorzata Krzywonos
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ODDZIAŁYWANIE ROSUWASTATYNY  
PODDANEJ DZIAŁANIU CZYNNIKA  
TERMICZNEGO Z WOLNYMI RODNIKAMI – 
ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII EPR*

INTERACTIONS OF ROSUVASTATIN EFFECTED 
BY THERMAL FACTOR WITH FREE RADICALS – 
APPLICATIONS OF EPR SPECTROSCPY
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JEL Classification: Q160

Streszczenie: Celem pracy było określenie wpływu temperatury na oddziaływania rosuwa-
statyny z wolnymi rodnikami. Lek ogrzewano w temperaturze 160°C (120 minut) oraz 170°C 
(60 minut) w profesjonalnym sterylizatorze Firmy Memmert (Niemcy). W badaniach zastoso-
wano modelowy wolny rodnik DPPH. Analizowano wygaszanie sygnału EPR DPPH oddzia-
łującego z testowanym lekiem. Zbadano kinetykę oddziaływania leku z DPPH. Widma EPR 
DPPH rejestrowano z wykorzystaniem spektrometru EPR Firmy Radiopan (Poznań) oraz sys-
temu Rapid Scan Unit Firmy Jagmar (Kraków). Wyznaczono amplitudę (A) linii EPR. Stwier-
dzono spadek amplitudy (A) linii EPR wolnorodnikowego DPPH wskutek oddziaływania 
z rosuwastatyną, dla wszystkich badanych próbek. Wygaszanie sygnału EPR wolnych rod-
ników DPPH rosuwastatyny poddanej działaniu czynnika termicznego było mniejsze aniżeli 
dla leku nie poddanego obróbce termicznej. Potwierdzono przydatność spektroskopii EPR na 
pasmo X (9.3 GHz) do badania oddziaływań leków z wolnymi rodnikami.

Słowa kluczowe: wolne rodniki, antyoksydanty, DPPH, rosuwastatyna, spektroskopia EPR.

Summary: The aim of this work was to determine the influence of temperature on interactions 
of rosuvastatin with free radicals. The drug was heated at temperatures 160°C (120 minutes) and 
170°C (60 minutes) in professional sterilizer of Memmert Firm (Niemcy). Temperatures and 
times of heating of the samples agree with Polish Pharmacopoeia norms for thermal sterilization 
of drug. The model free radicals as paramagnetic DPPH molecules were used in this study. The 
quenching of EPR signal of DPPH interacting with drug was analysed. Kinetics of drug – free 
radicals DPPH interactions was examined. EPR spectra of DPPH were measured by the use  
of EPR spectrometer of Radiopan Firm (Poznań) and the Rapid Scan Unit system of Jagmar Firm 

*  Badania były finansowane przez Śląski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, umowa nr KNW-
-1-076/K/5/0.
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(Kraków). Amplitude (A) and g-factor, were determined. Spectroscopic programms of Jagmar 
Firm (Kraków) and the programm LabView (National Instruments, USA), were applied. Decrease 
of amplitude (A) of EPR line of free-radical DPPH caused by interactions with rosuvastatin, for 
both the drug kept at room temperature and the samples effected by thermal factor. The quenching 
of EPR signal of free radicals DPPH by the heated rosuvastatin was lower than for the non-heated 
drug. Rosuvastin heated at temperature 170°C revealed slightly high er interactions with free 
radicals DPPH compared to this drug heated at temperature 170°C. Usefulness of an X-band 
(9.3 GHz) EPR spectroscopy to examine interactions of drugs with free radicals was confirmed. 

Keywords: free radicals, antioxidants, DPPH, rosuwastatin, EPR spectrosocpy.

1.	Wstęp

W pracy zbadano oddziaływania rosuwastatyny z wolnymi rodnikami. Rosuwasta-
tyna jest lekiem stosowanym w chorobach układu sercowo-naczyniowego, którym 
towarzyszą reakcje wolnorodnikowe [Kostowski, Herman 2007; Janiec 2012]. Struk-
turę chemiczną rosuwastatyny (C22H28FN3O6S) przedstawiono na rys. 1 [Zejc, Gor-
czyca 2008]. Rosuwastatyna wykazuje właściwości antyoksydacyjne [Kostowski, 
Herman 2007].

Rys. 1. Struktura chemiczna rosuwastatyny

Źródło: [Zejc, Gorczyca 2008].

Celem badań z zastosowaniem elektronowego rezonansu paramagnetycznego 
było wyznaczenie wpływu temperatury ogrzewania na oddziaływania rosuwastatyny 
z wolnymi rodnikami. Wolne rodniki mogą powodować efekty uboczne w organizmie, 
dlatego istotna jest ochrona przed cząsteczkami wolnorodnikowymi [Bartosz 2013; 
Olczyk i in. 2013]. Sterylizacja termiczna nie powinna powodować znacznych zmian 
właściwości antyoksydacyjnych leków. Prezentowane w niniejszej pracy badania są 
kontynuacją analiz wcześniej prowadzonych przez autorów dotyczących oddziały-
wań substancji leczniczych z wolnymi rodnikami [Olczyk i in. 2013a; 2013b; 2015; 
Kurzeja i in. 2012; 2013]. Oddziaływania rosuwastatyny z wolnymi rodnikami nie 
były wcześniej badane z wykorzystaniem spektroskopii EPR.
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50	 Sylwia Jarco, Barbara Pilawa, Paweł Ramos

2.	Materiał i metody

2.1.	Przygotowanie próbek do badań EPR

Przygotowano 96-procentowe roztwory DPPH w  alkoholu etylowym. Struktu-
ra chemiczna DPPH (2-2-dwufenylo-1-pikrylo-hydrazyl) jest pokazana na rys. 2 
[Tirzitis, Bartosz 2010]. Zbadano sygnały EPR DPPH oraz DPPH oddziałującego 
z rosuwastatyną. 

Rys. 2. Struktura chemiczna DPPH

Źródło: [Tirzitis, Bartosz 2010].

Testowano rosuwastatynę nie poddaną ogrzewaniu i przechowywaną w tem-
peraturze pokojowej oraz rosuwastatynę sterylizowaną termicznie. Rosuwastatynę 
ogrzewano suchym gorącym powietrzem w profesjonalnym sterylizatorze termicznym 
z termoobiegiem gorącego powietrza (firmy Memmert, Niemcy). Warunki sterylizacji 
były zgodne z normami farmakopealnymi [Farmakopea Polska X 2014; PN-EN 556]. 
Rosuwastatynę ogrzewano w temperaturze 160°C przez 120 minut oraz w tempera-
turze 170°C przez 60 minut.

2.2.	Pomiary widm EPR

Badania wykonano z użyciem spektrometru EPR pracującego w paśmie X o czę-
stotliwości promieniowania mikrofalowego wynoszącej 9.3 GHz. Modulacja pola 
magnetycznego wynosiła 100 kHz. Całkowita moc mikrofalowa wytwarzana 
przez klistron to 70 mW. Pomiary widm EPR DPPH wykonano przy niskiej mocy 
mikrofalowej wynoszącej 2.2 mW, aby uniknąć efektu nasycenia mikrofalowego 
linii. Podczas pomiarów próbki znajdowały się w komorze rezonansowej spek-
trometru firmy Radiopan (Poznań) w cienkościennych kapilarach o średnicy ze-
wnętrznej wynoszącej 1 mm. Wykorzystano także system numerycznej akwizycji 
danych Rapid Scan Unit firmy Jagmar (Kraków) współpracujący ze spektrome-
trem EPR. 
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Rejestrowano linie EPR DPPH oraz DPPH w kontakcie z rosuwastatyną: nie-
ogrzewaną i ogrzewaną w temperaturze 160°C oraz 170°C. Wyznaczono amplitudy 
(A) linii EPR DPPH oraz wartość współczynnika rozszczepienia spektroskopowego g. 
Analizowana amplituda (A) została przedstawiona na widmie EPR (zob. rys. 3). 
Spadek wartości amplitudy linii EPR DPPH po dodaniu do roztworu rosuwastatyny 
był miarą oddziaływania testowanego leku z wolnymi rodnikami. Amplitudę (A) linii 
EPR DPPH oddziałującego z rosuwastatyną podzielono przez wartość amplitudy dla 
roztworu wzorcowego DPPH (bez leku). Wszystkie wartości amplitudy (A) w pracy 
przedstawiono więc w jednostkach względnych [j. wzgl.]. Dokładność wartości ampli-
tudy (A) wynosiła [+0.01 j. wzgl.]. Im mniejsza wartość amplitudy (A) w jednostkach 
względnych, tym większe wygaszanie linii EPR DPPH przez rosuwastatynę, a więc 
tym większe oddziaływania rosuwastatyny z wolnymi rodnikami DPPH. Wyzna-
czono kinetykę oddziaływań rosuwastatyny z wolnymi rodnikami DPPH, a wyniki 
przedstawiono jako zmianę amplitudy (A) linii EPR DPPH będącego w kontakcie 
z testowanym lekiem. Kinetykę rejestrowano w czasie do 60 minut.

Wartość współczynnika rozszczepienia spektroskopowego g wyznaczono z wa-
runku rezonansu według następującego wzoru [Stankowski, Hilczer 2005; Eaton, 
Eaton, Salikhov 1998; Wertz, Bolton 1986]: g = hν/μBBr, gdzie h – stała Plancka, 
ν – częstotliwość promieniowania mikrofalowego, μB – magneton Bohra, Br – rezo-
nansowa indukcja magnetyczna. Dokładność wartości współczynnika rozszczepienia 
spektroskopowego g wynosiła [+0.0002].

Pomiary oraz analizę widm EPR DPPH wykonano z wykorzystaniem programów 
komputerowych firmy Jagmar (Kraków, Poland) i LabView (National Instruments, 
USA). 

3.	Wyniki i dyskusja

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem spektroskopii elektronowego rezonan-
su paramagnetycznego (EPR) wykazały oddziaływania rosuwastatyny z  wolnymi 
rodnikami. Widma EPR DPPH były wygaszane po wprowadzeniu do roztworu alko-
holu etylowego leku nie poddanego obróbce termicznej (leku wyjściowego), a także 
po dodaniu do roztworu leku ogrzewanego zgodnie z Farmakopeą [Farmakopea Pol-
ska X 2014; PN-EN 556] w temperaturze 160°C przez 120 minut i w temperaturze 
170°C przez 60 minut. Wygaszanie sygnału DPPH, czyli oddziaływania z wolny-
mi rodnikami, były różne w przypadku leku wyjściowego oraz w przypadku leku 
ogrzewanego. Kinetyka oddziaływań z wolnymi rodnikami poszczególnych próbek 
rosuwastatyny przebiegała inaczej, amplituda linii EPR DPPH stabilizowała się po 
różnym czasie. 

Widma EPR DPPH oddziałującego z rosuwastatyną nieogrzewaną dla trzech 
czasów oddziaływania: 5, 35 i 60 minut pokazano na rys. 3a-c. Widmo EPR DPPH 
będącego w kontakcie z rosuwastatyną przez 25 minut (rys. 3b) jest mniejsze niż 
widmo EPR DPPH będącego w kontakcie z rosuwastatyną tylko przez 5 minut  

PN_411_Wybrane zagadnienia z bioekonomii.indb   51 2016-05-06   11:28:10



52	 Sylwia Jarco, Barbara Pilawa, Paweł Ramos

(rys. 3a). Widmo EPR EPR układu DPPH – rosuwastatyna nie zmienia się po 25 mi-
nutach oddziaływania. Ustabilizowane widmo EPR po 60 minutach oddziaływania 
DPPH – lek pokazano na rys. 3c. Wygaszanie linii EPR DPPH przez rosuwastatynę 
wskazuje na jej właściwości antyoksydacyjne. 

Rys. 3. Widmo EPR DPPH oddziałującego z rosuwastatyną przechowywaną w temperaturze pokojowej: 
(a) 5 minut, (b) 35 minut, oraz (c) 60 minut; B – indukcja magnetyczna; amplitudy (A) wyznaczano 
w pracy we wszystkich przypadkach dla sygnału zaznaczonego na widmie EPR (rys. 3a)

Źródło: badania własne. 

Kinetyka oddziaływań DPPH z rosuwastatyną (próbka wyjściowa) została przed-
stawiona na rys. 4. Amplituda (A) linii EPR DPPH oddziałującego z lekiem nieogrze-
wanym maleje ze wzrostem czasu oddziaływania, a po 35 minutach osiąga wartość 
stałą. Stabilizacja oddziaływań wolne rodniki DPPH – rosuwastatyna nieogrzewana 
następuje więc po 35 minutach.

Widma EPR DPPH oddziałującego z rosuwastatyną ogrzewaną w temperaturze 
160°C przez 120 minut dla trzech przykładowych czasów oddziaływania pokazano 
na rys. 5a-c. Widmo EPR DPPH było wygaszane przez testowany ogrzewany lek. 
Widmo EPR DPPH, a tym samym oddziaływania z rosuwastatyną stabilizują się po 
15 minutach (por. rys. 3b, c). Rosuwastatyna sterylizowana termicznie w temperatu-
rze 160oC przez 120 minut wykazuje, podobnie jak lek nieogrzewany, właściwości 
antyoksydacyjne.
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Rys. 4. Wpływ czasu oddziaływania (t) DPPH z  rosuwastatyną przechowywaną w  temperaturze 
pokojowej na amplitudę (A) linii EPR DPPH

Źródło: badania własne.

Rys. 5. Widmo EPR DPPH oddziałującego z  rosuwastatyną ogrzewaną w  temperaturze 160oC  
przez 120 minut: (a) 5 minut, (b) 15 minut, oraz (c) 60 minut. B – indukcja magnetyczna 

Źródło: badania własne.
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Kinetykę oddziaływań DPPH z rosuwastatyną sterylizowaną termicznie w tem-
peraturze 160oC przez 120 minut zilustrowano na rys. 6. Amplituda (A) linii EPR 
DPPH oddziałującego z rosuwastatyną ogrzewaną w temperaturze 160oC maleje ze 
wzrostem czasu oddziaływania, a po 15 minutach osiąga wartość stałą. Wartość ta 
nie zmieniała się aż do 60 minut obserwacji układu.

Rys. 6. Wpływ czasu oddziaływania (t) DPPH z rosuwastatyną ogrzewaną w temperaturze 160°C  
przez 120 minut:na amplitudę (A) linii EPR DPPH

Źródło: badania własne.

Widma EPR DPPH oddziałującego z rosuwastatyną sterylizowaną termicznie 
w temperaturze 170oC przez 60 minut dla różnych czasów oddziaływania porównano 
na rys. 7a-c. Lek sterylizowany w opisanych warunkach również jest antyoksydan-
tem i wygasza wolne rodniki DPPH. Wygaszanie widma EPR DPPH jest wyraźnie 
widoczne poprzez porównanie rys. 7a i 7b. Widmo EPR DPPH po 60 minutach jest 
podobne jak widmo EPR DPPH po 25 minutach oddziaływania z lekiem.

Kinetyka oddziaływania DPPH z rosuwastatyną sterylizowaną termicznie w tem-
peraturze 170oC przez 60 minut została pokazana na rys. 8 jako zmiana amplitudy linii 
EPR wraz ze wzrostem czasu oddziaływania aż do 60 minut. Amplituda (A) uzyskuje 
wartość stałą po 25 minutach oddziaływania. 

Na rysunku 9 porównano amplitudy (A) linii EPR DPPH oddziałującego  
60 minut z rosuwastatyną dla wszystkich testowanych próbek. Najniższą amplitudę (A) 
wykazuje widmo EPR DPPH oddziałującego z rosuwastatyną nie poddaną działaniu 
czynnika termicznego. Amplitudy (A) linii EPR DPPH w kontakcie z rosuwastatyną
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Rys. 7. Widmo EPR DPPH oddziałującego z  rosuwastatyną ogrzewaną w  temperaturze 170°C  
przez 60 minut: (a) 5 minut, (b) 25 minut, oraz (c) 60 minut; B – indukcja magnetyczna 

Źródło: badania własne.

Rys. 8. Wpływ czasu oddziaływania (t) DPPH z rosuwastatyną ogrzewaną w temperaturze 170°C  
przez 60 minut na amplitudę (A) linii EPR DPPH

Źródło: badania własne.
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sterylizowaną termicznie w temperaturze 160oC przez 120 minut oraz w temperatu-
rze 170oC przez 60 minut są wyższe. Oznacza to, że wygaszanie wolnych rodników 
przez rosuwastatynę maleje po ogrzaniu w  temperaturze 160oC (120 minut) oraz 
w temperaturze 170oC (60 minut). Proces sterylizacji termicznej rosuwastatyny po-
woduje więc obniżenie jej właściwości antyoksydacyjnych.

Rys. 9. Porównanie amplitud (A) linii EPR DPPH oddziałującego 60 minut z  rosuwastatyną 
w  temperaturze pokojowej, ogrzewaną w  temperaturze 160oC przez 120 minut oraz ogrzewaną 
w temperaturze 170oC przez 60 minut

Źródło: badania własne.

Na podstawie analiz spektroskopowych widm EPR paramagnetycznego DPPH 
wykazano, że rosuwastatyna nieogrzewana i rosuwastatyna sterylizowana termicznie 
według norm zalecanych w produkcji leków wygasza wolne rodniki. Przy stosowaniu 
sterylizacji termicznej rosuwastatyny w temperaturze 160oC (120 minut) oraz w tem-
peraturze 170oC (60 minut) obniżają się właściwości antyoksydacyjne testowanego 
leku. Mniejsze wymiatanie wolnych rodników może mieć negatywny wpływ na te-
rapię z wykorzystaniem rosuwastatyny pełniącej rolę antyoksydanta. Spektroskopię 
EPR z mikrofalami o częstotliwości 9.3 GHz można polecić do badań właściwości 
antyoksydacyjnych produktów leczniczych.
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4. Podsumowanie

Badania metodą elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) potwierdziły 
antyoksydacyjny charakter rosuwastatyny. Stwierdzono oddziaływania rosuwasta-
tyny z wolnymi rodnikami dla próbek nie poddanych obróbce termicznej i przecho-
wywanych w temperaturze pokojowej oraz dla próbek poddanych sterylizacji ter-
micznej zgodnie z wymaganiami farmakopealnymi. Wygaszanie linii EPR wolnych 
rodników DPPH było mniejsze dla rosuwastatyny poddanej sterylizacji termicznej 
w temperaturze 160oC przez 120 minut oraz w temperaturze 170oC przez 60 minut 
w porównaniu z próbką nieogrzewaną, czyli oddziaływania z wolnymi rodnikami 
malały po ogrzaniu testowanego leku. Nie stwierdzono znacznych różnic pomiędzy 
oddziaływaniami z wolnymi rodnikami dla rosuwastatyny ogrzewanej w tempera-
turze 160oC (120 minut) oraz dla rosuwastatyny ogrzewanej w temperaturze 170oC 
(60 minut). Potwierdzono, że spektroskopia EPR może być stosowana do określenia 
wpływu temperatury ogrzewania na właściwości antyoksydacyjne leków. Oddzia-
ływania leków o właściwościach antyoksydacyjnych wygaszają linie EPR wolnych 
rodników.
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