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Effects of storage conditions on formation of free radicals
in soybean extract — an EPR spectroscopy study

Wplyw warunkow przechowywania wyciggu z nasion soi na generowanie
wolnych rodnikow — badania z zastosowaniem spektroskopii EPR
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Soybean extract is a valuable food supplement used for the prevention of cancer and other purposes. The
role of free radicals in carcinogenesis has been proven. Studies have also confirmed the effect of storage conditions on
the formation of free radicals in natural medicinal products. The study presents an attempt to optimize the storage
conditions of soybean extract to prevent the formation of free radicals.

AIM OF THE STUDY: The aim of the study was to determine the effect of temperature and UV radiation on the for-
mation of free radicals in soybean extract during storage.

MATERIAL AND METHODS: Samples of soybean extract were heated to temperatures of 30, 40 and 50°C. Subsequent
samples were exposed to UV radiation (wavelengths 315-400 nm) for 30 and 60 minutes. EPR (electron paramagnetic
resonance) spectroscopy was used to analyse the amplitude and linewidth of the EPR signal and to calculate the con-
centration of free radicals in the samples.

RESULTS: At a room temperature of 25°C and in the absence of light, no EPR signal was recorded for the tested sam-
ples. Heating and exposure to UV light caused the formation of free radicals in the samples. The highest concentration
of free radicals was found in the sample exposed to UV light for 60 minutes, while the lowest was in the sample heated
to 30°C.

CONCLUSIONS: The use of EPR spectroscopy enabled the identification of optimal storage conditions for soybean
extract, i.e. 25°C and darkness.
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STRESZCZENIE

WSTEP: Cennym uzupehieniem diety jest wycigg z nasion soi, wykorzystywany mi¢dzy innymi w profilaktyce nowo-
tworéw. Udzial wolnych rodnikéw w procesach karcynogenezy zostat udowodniony. Badania potwierdzaja wptyw
warunkéw przechowywania naturalnych $rodkéw leczniczych na zachodzgce w nich zjawiska wolnorodnikowe.
W pracy podjeto probe optymalizacji warunkow przechowywania wyciagu z nasion soi, aby zapobiec powstawaniu
W nim wolnych rodnikow.

CEL PRACY: Celem pracy bylo okreslenie wplywu temperatury i promieniowania UV na generowanie wolnych rodni-
kéw w wyciggu z nasion soi w trakcie przechowywania.

MATERIAL | METODY: Probki z wyciggiem z nasion soi ogrzewano w temperaturach 30, 40 i 50°C. Kolejne probki
naswietlano promieniowaniem UV (dtugos¢ fali 315-400 nm) przez 30 i 60 minut. Wykorzystano spektroskopi¢ EPR
(elektron paramagnetic resonance), analizujac amplitude i szerokos$¢ linii EPR oraz obliczajac koncentracj¢ wolnych
rodnikow w probkach.

WYNIKI: W temperaturze pokojowej 25°C oraz przy braku dostgpu $wiatta nie rejestrowano sygnalu EPR dla testowa-
nych probek. Ogrzewanie probek oraz ekspozycja na promieniowanie UV powodowaty pojawienie si¢ w nich wolnych
rodnikow. Najwickszg koncentracje wolnych rodnikow stwierdzono w probee nas§wietlanej UV przez 60 minut, najniz-
sze za§ w probcee ogrzanej do 30°C.

WNIOSKI: Wykorzystanie spektroskopii EPR pozwolito na ustalenie optymalnych warunkow przechowywania wycig-

gu z nasion soi, ktorymi sa temperatura 25°C oraz brak dostgpu $wiatta.

SLOWA KLUCZOWE
wyciag z nasion soi, wolne rodniki, spektroskopia EPR

INTRODUCTION

Interest in the prevention of cancer has been stimulat-
ed by the fact that cancer is the second most common
cause of death after cardiovascular diseases [1]. It has
been shown that diet plays an important role in the
epidemiology of cancer [2,3]. The positive effects of
natural substances on human health have been demon-
strated [2,3].

Soy is one of the most valuable plants in terms of
nutrition and medicinal properties [4]. Soybeans, due
to the content of isoflavonoids, proteins, lipids and
minerals (including potassium, calcium and phospho-
rus) are used in the prevention of cancer, cardiovascu-
lar disease and the alleviation of menopausal symp-
toms [4]. Studies have shown a correlation between
soy consumption and a reduced risk of breast cancer
and prostate cancer [4]. Isoflavones are also candidate
substances to be used for the prevention of thyroid,
head and neck cancer [5]. Isoflavones exhibit anti-
tumour activity, which relies on inhibiting angiogene-
sis, i.e. the formation of new blood vessels promoting
tumour growth [4]. Genistein from soybeans inhibits
tyrosine kinase, which affects cell division in cancer
cells, for example in prostate, breast and colon cancer
[4,6].

The involvement of free radicals, i.e. highly chemically
reactive paramagnetic molecules or atoms with an
unpaired valence electron, in carcinogenesis has been
proven [1]. Free radicals, by damaging the DNA struc-
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Zainteresowanie profilaktyka choréb nowotworowych
wynika z tego, iz sg zaraz po chorobach uktadu kraze-
nia najczgstszg przyczyng zgonéow [1]. Udowodniono,
ze w epidemiologii nowotworoéw dieta odgrywa zna-
czaca role [2,3]. Wykazano pozytywny wptyw sub-
stancji pochodzenia naturalnego na zdrowie cztowieka
[2,3].

Jedna z najbardziej wartosciowych roslin pod wzgle-
dem zywieniowym i leczniczym jest soja [4]. Z uwagi
na obecno$¢ w nasionach izoflawonoidow, bialek,
lipidow oraz sktadnikoéw mineralnych (m.in. potas,
wapn czy fosfor), soja stosowana jest w profilaktyce
nowotworow, menopauzy oraz choréb sercowo-naczy-
niowych [4]. Badania wykazaly, ze istnieja korelacje
pomiedzy spozywaniem soi a obnizeniem ryzyka raka
piersi oraz raka prostaty [4]. Rozwaza si¢ rowniez
mozliwo$¢ wykorzystania izoflawonow w profilaktyce
raka tarczycy, szyi i glowy [5]. Dzialanie przeciwno-
wotworowe, polegajace na hamowaniu angiogenezy,
czyli powstawania nowych naczyn krwionoénych nie-
zbednych do rozrostu tkanki nowotworowej, wykazuja
izoflawonoidy [4]. Genisteina z soi hamuje kinaze
tyrozynowa majacg wptyw na podziaty komoérkowe
w komoérkach nowotworowych m.in. prostaty, sutka
oraz jelita grubego [4,6].

Udziat wolnych rodnikow, czyli wysoce reaktywnych
chemicznie paramagnetycznych czasteczek lub atoméw
posiadajacych w swej budowie niesparowane elektrony,



ture, can initiate carcinogenic cell changes. A distur-
bed redox balance and exposure to external factors
trigger the overproduction of free radicals in the hu-
man body. Factors responsible for the formation of
free radicals include UV light, ionizing and gamma
radiation, high temperature, and environmental pollu-
tion (exhaust gases, tobacco smoke, organic solvents)
[1].
Studies employing electron paramagnetic resonance
(EPR) for the analysis of medicinal substances of
natural origin, such as herbs, honey, herbal honey, tea,
or soybean extract have shown that storage conditions
influence the formation of free radicals in these pro-
ducts. Therefore, there is a need to determine the
optimal storage conditions that can ensure stable
product quality.
Changes in chemical structures can affect the proper-
ties of soybean extract, leading to the formation and
growth of new cancer cells. The study was carried out
to answer the following research questions:
e What are the optimal storage conditions for
soybean extract to preserve its valuable properties?
e Can EPR spectroscopy, as a highly sensitive
method, be useful in determining optimal soybean
storage conditions?

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was to determine the effects of
temperature and UV radiation on the formation of free
radicals in soybean extract during storage, and to
determine the optimal storage conditions for this
product.

MATERIAL AND METHODS

Analyses were carried out for ready-to-use soybean
extracts (glycine semen extractum siccum) in the form
of a powdered substance. Extract samples were heated
for 60 minutes in a thermal steriliser from Memmert
(Germany) to temperatures of 30, 40 and 50°C.
Subsequent samples were exposed to UV radiation
(A = 315-400 nm) generated by a 40W Medisun
250 UV lamp (Germany) for 30 and 60 minutes.

The study employed the EPR spectroscopy method.
This method is only suitable for analysing systems
that contain unpaired electrons [7,8,9]. When a para-
magnetic sample is placed in the magnetic field, the
energy levels of the unpaired electrons split in the
process called the Zeeman interaction [9]. Energy
adjusted to the difference between the energy levels
supplied to the electron system is absorbed through
resonance by the unpaired electrons, which are excited
to the higher energy levels [9].
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w procesach karcynogenezy zostal juz udowodniony
[1]. Wolne rodniki poprzez uszkadzanie struktury
DNA moga inicjowa¢ zmiany nowotworowe komo-
rek. Zaburzenie rownowagi redoks oraz dziatanie
czynnikow zewngtrznych generuje nadmiar wolnych
rodnikéw w organizmie czlowieka. Za ich powstawa-
nie odpowiadaja promieniowanie UV, jonizujace,
gamma, wysoka temperatura, zanieczyszczenie S$ro-
dowiska (spaliny, dym tytoniowy, rozpuszczalniki
organiczne) [1].
Przeprowadzone z wykorzystaniem spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR —
electron paramagnetic resonance) badania substancji
leczniczych pochodzenia naturalnego, jak ziota, mio-
dy, ziotomiody, herbaty czy w tym przypadku ekstrakt
soi, wykazaly wplyw warunkéw przechowywania na
zachodzace w nich zjawiska wolnorodnikowe. Spo-
wodowato to potrzebe okreslenia optymalnych wa-
runkéw ich przechowywania, ktéore gwarantujg za-
chowanie jakosci.

Zmiana struktur chemicznych ekstraktu soi moze

wplywaé na jego wlasciwosci, prowadzac do powsta-

wania i rozwoju nowych komoérek w procesie nowo-
tworzenia. W przedstawionej pracy postawiono naste-
pujace problemy badawcze:

1. Jakie warunki przechowywania soi bedg optymal-
ne do zachowania jej cennych wtasciwos$ci?

2. Czy spektroskopi¢ EPR, ze wzgledu na czutos¢
przeprowadzania badania, mozna zaproponowac
jako metode przydatng w okresleniu optymalnych
warunkow przechowywania soi?

CEL PRACY

Celem pracy byto okreslenie wplywu temperatury
i promieniowania UV na generowanie wolnych rodni-
kow w wyciagu z nasion soi w trakcie jego przecho-
wywania oraz okreSlenie optymalnych warunkow
przechowywania ekstraktu.

MATERIAL | METODY

W badaniach wykorzystano gotowe preparaty wyciagu
z nasion soi (glycine semen extractum siccum) w po-
staci sproszkowanego ciata statego. Probki ekstraktu
ogrzewano przez 60 minut w sterylizatorze termicz-
nym firmy Memmert (Niemcy) w temperaturach: 30,
40 i 50°C. Kolejne probki poddano ekspozycji na
promieniowanie UV (A = 315-400 nm) za pomoca
lampy UV Medisun 250 (Niemcy) o mocy 40 W
w czasie 30 i 60 minut.

W badaniu wykorzystano metodg spektroskopii EPR.
Zjawisko to zachodzi jedynie w uktadach, ktére zawie-
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The study was carried out using an EPR spectrometer
from Radiopan (Poznan, Poland) integrated with a Ra-
pid Scan Unit — a numerical data acquisition system
from Jagmar (Krakow, Poland). Spin traps were not
used. Stable free radicals were analysed in the tested
samples. X-band microwave frequency (9.3 GHz) was
measured with a MCM 101 meter from Eprad (Po-
znan, Poland). The total microwave power was 70 mW.
Magnetic induction was measured with a nuclear
magnetometer from Eprad (Poznan, Poland). Spectro-
scopic analysis was conducted using computer pro-
grams from Jagmar (Krakéw, Poland) and LabView8.5
National Instruments (USA).

EPR spectra were recorded as the first derivative of
the signal. The following parameters were analysed:
EPR signal amplitude — A [relative unit], EPR line-
width — AB,, [mT], integral intensity of the EPR signal
— | [relative unit]. The concentration of free radicals
(number of free radicals in 1 gram of sample) was cal-
culated using ultramarine and ruby crystals as para-
magnetic reference materials. The following equation
was used to calculate the concentration:

N = Nu[ (/1) IX[(WuAw)/ (WpApMy)] [spin/gram]

where: N, — the number of paramagnetic centres in
ultramarine; Iy, 1, — the integral intensities of
the EPR signal for the tested sample and
ultramarine; Ay, A — EPR signal amplitude
of the ruby crystal for the tested sample and
ultramarine in the resonator; W,, W, — EPR
signal receiver gain for the tested sample and
ultramarine; my, — mass of the tested sample.
An increase in amplitude (A) of the EPR signal is
positively correlated with increases in the number of
unpaired electrons in the sample [9]. The same rela-
tionship is found for integral intensity (1), which is
measured by the area under the absorption curve [9].
The EPR line width (ABy;) depends on the magnetic
interactions in the sample [9].

Aliwzgl)

AB,, T

Fig. 1. Analysed parameters of EPR signal: amplitude A, linewidth ABp.
Ryec. 1. Analizowane parametry linii EPR — amplituda A, szeroko$¢ AByp.
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zawieraja niesparowane elektrony [7,8,9]. Umieszcze-
nie paramagnetycznej probki w polu magnetycznym
powoduje, ze poziomy energetyczne niesparowanych
elektronow, na skutek zjawiska Zeemana, rozszczepia-
ja sie [9]. Po dostarczeniu do uktadu elektronéw ener-
gii dopasowanej do réznicy migdzy poziomami ener-
getycznymi w postaci mikrofal nast¢puje jej rezonan-
sowa absorpcja przez niesparowane elektrony, ktore
przechodza na wyzsze poziomy energetyczne [9].
Energi¢ dostarczamy w postaci promieniowania mi-
krofalowego [9]. Rejestrowane jest wowczas widmo
absorbcji mikrofalowej, nazywane réwniez linig EPR.
W wyniku procesow relaksacji elektrony oddajg ener-
gie, przechodzac ze stanu wzbudzonego do stanu pod-
stawowego [7,8,9]. Badanie przeprowadzono wykorzy-
stujac spektrometr EPR firmy Radiopan (Poznan) oraz
potaczone z nim urzadzenie Rapid Scan Unit — system
numerycznej akwizycji danych firmy Jagmar (Kra-
koéw). Nie stosowano pulapek spinowych. Zbadano
stabilne wolne rodniki w testowanych probkach. Cze-
stotliwo$¢ mikrofal z pasma X (9.3 GHz) mierzono
miernikiem MCM 101 firmy Eprad (Poznan). Catko-
wita moc promieniowania mikrofalowego wynosita
70 mW. Indukcje magnetyczng mierzono magnetome-
trem jadrowym firmy Eprad (Poznan). Spektroskopowsa
analiz¢ prowadzono, korzystajac z programow kom-
puterowych firmy Jagmar (Krakoéw) oraz LabView8.5
National Instrument (USA).

Widma EPR rejestrowano w postaci pierwszej po-
chodnej absorpcji. Analizie poddano nastgpujace pa-
rametry: amplitude linii EPR — A [j.wzgl.], szeroko$¢
linii EPR — ABg, [MT], intensywno$¢ integralng linii
EPR — I [j.wzgl.]. Obliczono koncentracje wolnych
rodnikéw (liczba wolnych rodnikéw w 1 gramie prob-
ki), wykorzystujac ultramaryn¢ i krysztat rubinu jako
paramagnetyczne wzorce. Zastosowano nastepujacy
wzo6r na koncentracje:

N = Ny [(1/ L) IXIOW ALY (WA om,)] [spin/gram]

gdzie: N, — ilo$¢ centréw paramagnetycznych w ultra-
marynie; I, I, — intensywno$¢ integralna linii
EPR probki i ultramaryny; Ay, Ay —amplituda
linii EPR krysztatu rubinu dla probki i ultrama-
ryny w rezonatorze; W,, W, — wzmocnienia sy-
gnatu EPR dla probki i ultramaryny; m, — masa
probki.
Wartos¢ amplitudy (A) linii EPR ro$nie wraz ze wzro-
stem liczby niesparowanych elektronow w probee [9].
Taka sama zalezno$¢ stwierdza si¢ w przypadku inten-
sywnosci integralnej (I), ktérej miarg jest pole po-
wierzchni pod krzywa absorpcji [9]. Warto$¢ szeroko-
sci (AByp) linii EPR zalezy od oddziatywan magne-
tycznych w probcee [9].



RESULTS

No EPR spectra were detected for the samples of
soybean extract stored at room temperature (25°C).
An EPR signal was recorded from the samples heated
to the temperature of 30°C. Figure 2 presents the EPR
amplitude values (A) (Fig. 2a), EPR linewidth (AByp)
(Fig. 2b) and free radical concentration (N) (Fig. 2c)
15 minutes after heating. Figures 2a—c present the
measurements taken at room temperature.
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WYNIKI

Dla probek z wyciagiem z nasion soi, ktore pozosta-
waly w temperaturze pokojowej (25°C), nie obserwo-
wano widm EPR. Stwierdzono, ze ogrzanie probek juz
do temperatury 30°C powodowato pojawienie si¢ Sy-
gnatu EPR. Na rycinie 2 poréwnano warto$ci amplitu-
dy (A) (ryc. 2a) i szerokosci (AByp) linii EPR (ryc. 2b)
oraz koncentracji (N) (ryc. 2c) po 15 minutach od
zadzialania czynnika termicznego. Wyniki zaprezen-
towane na rycinach 2a—c dotycza pomiaré6w wykona-
nych w temperaturze pokojowe;j.

40°C 50°C

0.735
0.73

0.725

0.71

0.705

0.7
30°C

storage temperature/temperatura przechowywania

88, [mT]

11
| l
0‘9 1 - - .
30°C 40°C 50°C

storage temperature/temperatura przechowywania

Fig. 2. Effect of storage temperature of soybean extract on: a) EPR signal amplitude (A) [+ 0.01 relative units], b) EPR linewidth (ABgy) [+ 0.02 mT], c) free
radical concentration (N) [+ 1 x 108 spin/g]. Data for EPR spectra recorded 15 minutes after end of heating, at room temperature using microwave power

of 2.2 mW and 15 dB attenuation.

Ryc. 2. Wptyw temperatury przechowywania wyciagu z nasion soi na: a) amplitude (A) [+ 0,01 j.wzgl.] linii EPR, b) szeroko$¢ (ABpp) [+ 0,02 mT] linii EPR,
c) koncentracjg (N) [+ 1 x 10'® spin/g] wolnych rodnikow. Dane dla widm EPR zarejestrowanych 15 minut po ustaniu dziatania czynnika termicznego,
w temperaturze pokojowej, przy mocy mikrofalowej 2,2 mW oraz przy ttumieniu 15 dB.

There was an increase in the amplitude (A) of the EPR
signal during the heating of a sample to gradually
higher temperatures (Fig. 2a). The highest EPR signal
amplitude was found at 50°C. EPR linewidth (AByy)
increased alongside the temperature increase (Fig. 2b).
The change in EPR line width (AByp) at 40 and 50°C
was not significant considering the accuracy of (ABp)
values [+ 0.02 mT] (Fig. 2b). The concentration of
free radicals (N) changed with temperature, and it was

Zaobserwowano wzrost wartosci amplitudy (A) linii
EPR podczas ogrzewania probki do coraz wyzszej
temperatury (ryc. 2a). Najwyzsze warto$ci amplitudy
linii EPR stwierdzono w temperaturze 50°C. Szero-
ko$¢ (AByy) linii EPR rosta wraz ze wzrostem tempe-
ratury (ryc. 2b). Biorac pod uwage dokladno$¢ warto-
$ci (AByp) [£ 0,02 mT] w temperaturach 40 i 50°C
roznica szerokosci (ABpp) linii zwigkszyta si¢ mato
istotnie (ryc. 2b). Zaobserwowano wplyw temperatury
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the lowest in the sample heated to 30°C, and the
highest at 50°C (Fig. 2c¢).

No EPR signal was recorded for the samples of
soybean extract that were not exposed to UV radia-
tion, but an EPR signal was obtained for the samples
exposed to UV light for 30 minutes. Figure 3 presents
an example EPR spectra recorded 15 minutes after
exposure to UV.

—

B
a
—
B
b

Fig. 3. EPR spectra for soybean extract exposed to UV radiation during
storage for: a) 30 minutes and b) 60 minutes. Spectra were measured
15 minutes after end of exposure to UV radiation using 15 dB attenuation
and microwave power of 2.2 mW.

Ryc. 3. Widma EPR wyciggu z nasion soi przechowywanych w obecno-
$ci promieniowania UV przez: a) 30 minut oraz b) 60 minut. Pomiar widm
wykonano po 15 minutach ekspozycji na promieniowanie UV, stosujac
tlumienie 15 dB i moc mikrofalowg wynoszacg 2.2 mW.
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na koncentracj¢ (N) wolnych rodnikéw. Ich najmniej-
sza koncentracja wystgpita w probce ogrzewanej
w 30°C, a najwicksza w temperaturze 50°C (ryc. 2c).
Dla probek z wyciagiem z nasion soi, ktoérych nie
poddano naswietlaniu promieniowaniem UV, nie
rejestrowano widma EPR. Ekspozycja na promienio-
wanie UV przez 30 minut spowodowata pojawienie
si¢ sygnatu EPR. Na rycinie 3 przedstawiono przykta-
dowe widmo linii EPR rejestrowane 15 minut po eks-
pozycji na promieniowanie UV,

Stwierdzono, ze parametry linii EPR probek wyciagu
z nasion soi poddanych ekspozycji na promieniowanie
UV zmieniaja si¢ w zaleznosci od czasu naswietlania.
Zalezno$ci te pokazano na wykresach (ryc. 4a—c),
ktore dotyczg widm EPR rejestrowanych w temperatu-
rze pokojowej po 15 minutach od ekspozycji na pro-
mieniowanie UV.

Stwierdzono, ze amplituda (A) linii EPR probki wy-
ciggu z nasion soi po 60-minutowej ekspozycji wzro-
sta prawie dwukrotnie (ryc. 4a). Warto$¢ szerokosci
(ABgp) [£ 0,02 mT] linii EPR probki naswietlane;
przez 30 minut jest mato istotnie wigksza (o 0,03 mT)
od probki naswietlanej przez 60 minut (ryc. 4b). Za-
obserwowano wzrost koncentracji (N) wolnych rodni-
kow w probkach wraz z wydtuzaniem czasu naswie-
tlania (ryc. 4c).

30 minut
exposure time/czas naswietlania

60 minut

60 minut

exposure time/czas nadwietlania

Fig. 4. Effect of UV radiation on: a) EPR signal amplitude (A) [+ 0.01 relative units], b) EPR linewidth (AByp) [+ 0.02 mT], and c) free radical concentration

(N) [+ 1 x 10 spin/g] in soybean extract.

Ryc. 4. Wptyw promieniowania UV na: a) amplitude (A) [£0,01 j.wzgl.] linii EPR, b) szerokos¢ (ABpp) [+ 0,02 mT] linii EPR oraz c) koncentracje (N)

[ 1 x 10" spin/g] wolnych rodnikéw w wyciggu z nasion soi.
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The study found that the parameters of the EPR signal
for the samples of soybean extract exposed to UV
radiation changed depending on exposure time. This
relationship is presented in Figures 4a—c, showing
EPR spectra recorded at room temperature 15 minutes
after exposure to UV radiation.

DISCUSSION

The presented novel study confirmed the effect of
storage conditions on the concentration of free radicals
in soybean extract. The formation of free radicals in
soybean extract stored at 25, 40 and 50°C, and expo-
sed to UV radiation, has not been investigated by
other authors so far.

Soybean extract stored at 25°C did not contain free
radicals, as evidenced by the lack of an EPR signal.
The formation of free radicals was observed at tem-
peratures of 40 and 50°C, which may correspond to
real-life storage conditions (Fig. 3).

The natural light of a wavelength of 315-400 nm is
another factor inducing the formation of free radicals
in the tested samples. An EPR signal was recorded for
each of the selected experimental parameters. This
supports the theory on the generation of free radicals
in various materials exposed to environmental factors
[10]. As a result of these factors, chemical bonds in
the tested material break off and unpaired electrons
appear in the reaction system. Because of their pres-
ence, molecules increase their chemical activity and
can either accept or donate an unpaired electron
[10,11]. This process is highly unwanted, especially in
the case of medicinal products. Numerous studies
have demonstrated that the exposure of pharmaceuti-
cals and natural medicinal products to high tempera-
tures or UV radiation results in the formation of free
radicals and loss of the products’ antioxidant proper-
ties [12,13,14,15]. Unpaired electrons present in the
sample are detected by the EPR spectrometer, as they
only absorb the supplied microwave radiation in the
process of paramagnetic resonance, thus enabling
recording of the EPR signal [9]. EPR spectroscopy
was chosen since it can directly help identify unpaired
electrons in the tested sample. This method also ena-
bled the registration of changes in the level of ab-
sorbed radiation depending on changes in temperature
or UV exposure time. The findings from the study
can help optimize conditions at which soybean prod-
ucts should be stored. Their therapeutic effect and che-
mical structure should remain stable when stored in
a dark place at room temperature (25°C). Changes in
these storage parameters increase the concentration of
free radicals, which can have a negative effect on the
human body.
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DYSKUSJA

Przeprowadzone badania potwierdzily wplyw warun-
kéw przechowywania na whasciwosci wolnorodniko-
we wyciagu z nasion soi. Badania te maja charakter
nowatorski. Wolne rodniki w wyciagu z nasion soi
przechowywanym w temperaturach 30, 40 i 50°C oraz
w wyciagu poddanym ekspozycji na promieniowanie
UV nie byty przedmiotem badan innych autorow.

Soja przechowywana w temperaturze 25°C w swojej
budowie nie posiadata wolnych rodnikow, czego do-
wodem byt brak sygnatu EPR. W temperaturach 30, 40
i 50°C, ktore mogg odpowiada¢ temperaturom utrzy-
mujacym si¢ w warunkach przechowywania, obserwu-
jemy powstawanie wolnych rodnikow (ryc. 3).

Swiatlo dzienne o dtugosci fali 315-400 nm takze jest
przyczyna pojawiania si¢ w badanych probkach wol-
nych rodnikow. W kazdym z wybranych warunkow
doswiadczalnych rejestrowano lini¢ EPR. Potwierdza
to teori¢ generowania wolnych rodnikow pod wpty-
wem czynnikéw zewnetrznych w réznych rodzajach
materiatéw [10]. W wyniku ich dzialania wigzania
chemiczne struktury probki ulegajg zerwaniu i w ukta-
dzie pojawiaja si¢ niesparowane elektrony. Ich obec-
no$¢ powoduje wysoka aktywno$¢ chemiczng mole-
kut, ktore beda dazy¢ do przyjecia lub oddania niespa-
rowanego elektronu [10,11]. Jest to wysoce niekorzy-
stne zjawisko, zwlaszcza w przypadku $rodkow sto-
sowanych w terapii medycznej. Przeprowadzono licz-
ne badania potwierdzajace obecnos¢ wolnych rodni-
koéw w lekach i $rodkach leczniczych pochodzenia
naturalnego, ktore pod wptywem wysokiej temperatu-
ry czy promieniowania UV zawierajg wolne rodniki
oraz tracg swoje wlasciwosci antyoksydacyjne [12,13,
14,15]. Obecnos¢ niesparowanych elektronow w prob-
ce wykrywana jest przez spektrometr EPR, gdyz tylko
one pochtaniajg dostarczane promieniowanie mikrofa-
lowe, w wyniku zjawiska elektronowego rezonansu
paramagnetycznego, skutkiem czego mozna zareje-
strowac lini¢ EPR [9]. Spektroskopi¢ EPR wybrano ze
wzgledu na mozliwos$¢ uzyskania bezposredniej od-
powiedzi na pytanie, czy badana probka zawiera nie-
sparowane elektrony. Metoda ta pozwolita takze na
rejestracj¢ zmian absorbcji promieniowania w zalez-
nosci od zmian warunkéw temperaturowych czy czasu
naswietlania probek promieniowaniem UV. Otrzyma-
ne wyniki badan pozwalajg na optymalizacje warun-
kow, w jakich nalezy przechowywaé preparaty z na-
sion soi. Ich lecznicze dziatanie powinno by¢ zacho-
wane, jesli nie zmieni si¢ ich struktura, co zapewniaja
warunki bez dostgpu $wiatta oraz temperatura poko-
jowa (25°C). Zmiana tych parametrow powoduje
wzrost koncentracji wolnych rodnikéw, ktore moga
mie¢ negatywne dziatanie na organizm cztowieka.
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CONCLUSIONS

1. The study confirmed that EPR spectroscopy is
a highly sensitive method suitable for determining
optimal storage conditions for soybean extracts.

2. The use of EPR spectroscopy enabled identifica-
tion of the optimal storage conditions for soybean
extract, i.e. temperature of 25°C and darkness.

3. Free radicals are not present in samples stored at
room temperature (25°C) and in darkness. No EPR
spectra were recorded for such samples.

4. The study revealed that storage at elevated tempe-
ratures (30-50°C) and exposure to UV radiation
induces the formation of free radicals in the tested
samples (~10" spin/g) for which EPR spectra were
recorded. The concentration of free radicals in the
tested samples depends on the storage temperature
and exposure time to UV radiation.

These studies were financially supported by Medical
University of Silesia in Katowice.
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WNIOSKI

1. Potwierdzono, ze spektroskopi¢ EPR, ze wzgledu
na jej czuto$¢, mozna zaproponowac jako technike
przydatng do okreslenia optymalnych warunkow
przechowywania wyciagow z nasion soi.

2. Wykorzystanie spektroskopii EPR pozwolito okre-
$li¢ optymalne warunki przechowywania wyciagu
z nasion soi, ktorymi sa temperatura przechowy-
wania 25°C oraz brak dostepu $wiatla.

3. Wolne rodniki nie wystgpuja w probkach prze-
chowywanych w temperaturze pokojowej (25°C)
i w warunkach braku dostepu do $wiatta. Dla tych
probek nie rejestrowano widm EPR.

4. Wykazano, ze przechowywanie w warunkach pod-
wyzszonej temperatury (30-50°C) oraz przy do-
stepie promieniowania UV prowadzi do genero-
wania wolnych rodnikéw (~10' spin/g) w bada-
nych probkach, dla ktorych rejestrowano widma
EPR. Koncentracja wolnych rodnikow w badanych
probkach zalezy od temperatury przechowywania
i ekspozycji na promieniowanie UV.

Badania zostaty finansowane przez Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach.
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