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ABSTRACT

INTRODUCTION: Fungal lesions are accompanied by inflammation, during which large amounts of free radicals are
formed. Antifungal drugs, which have an additional antioxidant effect, could contribute to a faster recovery. An impor-
tant role in ensuring effective and safe pharmacotherapy of fungal lesions is played by proper drug storage and appro-
priate patient actions during treatment. Ultraviolet radiation can generate free radicals in a drug due to photolysis. A drug
containing free radicals may cause toxic effects in the body.

The aim of the study was to research the antioxidant properties of selected antifungal drugs of azole derivatives. Addi-
tionally, the impact of UVC radiation on the tested drugs and their interaction with the DPPH free radical was studied.
MATERIAL AND METHODS: The tested azole samples were exposed to 24-hour UVC radiation. The interaction of drug
samples with a model DPPH free radical, before and after exposure to UV radiation, was studied. UV-Vis spectroscopy
and colourimetry in the CIE Lab colour analysis system were used as the research techniques.

RESULTS: Among the initial samples of the tested drugs only ketoconazole interacted with the DPPH free radical,
causing its extinction. Exposure to UVC radiation increased the antioxidant properties in ketoconazole and miconazole.
The CIE Lab parameters, UV spectra and interaction kinetics of those two drugs with DPPH were different after UVC
exposure, which may indicate changes in ketoconazole and miconazole. The highest stability to ultraviolet radiation was
shown by fluconazole, whose CIE Lab parameters, UV spectra and interaction with DPPH did not change after exposure
of the sample to light radiation.

CONCLUSIONS: The research using UV-Vis spectrophotometry and colourimetry enabled the impact of UVC radiation
on selected antifungal drugs to be evaluated, including evaluation of their interaction with the model DPPH free radical.
It is recommended to protect ketoconazole and miconazole from exposure to light. It is also advisable to protect patients
from the sun during pharmacotherapy with these drugs.
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STRESZCZENIE

WSTEP: Zmianom grzybiczym towarzyszy stan zapalny, w trakcie ktorego wytwarzane sa duze ilo$ci wolnych rodni-
kow. Leki dziatajace przeciwgrzybiczo, wykazujace dodatkowo dziatanie antyoksydacyjne, moglyby si¢ przyczyni¢ do
szybszego powrotu do zdrowia. Wazng role w zapewnieniu skutecznej i bezpiecznej farmakoterapii zmian grzybiczych
odgrywaja prawidlowe przechowywanie leku oraz odpowiednie postgpowanie pacjenta w trakcie leczenia. Promienio-
wanie ultrafioletowe moze generowa¢ wolne rodniki w leku w procesie fotolizy. Lek zawierajacy wolne rodniki moze
powodowac efekty toksyczne w organizmie.

Celem pracy bylto zbadanie wlasciwosci antyoksydacyjnych wybranych lekéw przeciwgrzybiczych pochodnych azoli.
Dodatkowo sprawdzono wptyw promieniowania UVC (ultraviolet C) na badane leki oraz ich oddziatywanie z modelo-
wym wolnym rodnikiem DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

MATERIAL | METODY: Badane probki azoli poddano 24-godzinnej ekspozycji na promieniowanie UVC. Zbadano
oddziatywanie probek lekow z modelowym wolnym rodnikiem DPPH przed i po naswietlaniu ich promieniowaniem
ultrafioletowym. Jako techniki badawcze zastosowano spektroskopi¢ UV-Vis (ultraviolet-visible) oraz kolorymetrig
w uktadzie analizy barwy CIE Lab.

WYNIKI: Sposrod wyjsciowych probek badanych lekow tylko ketokonazol oddziatywat z wolnym rodnikiem DPPH,
powodujac jego wygaszenie. Ekspozycja na promieniowanie UVC powodowata wzrost wlasciwosci antyoksydacyjnych
w ketokonazolu oraz w mikonazolu. Parametry CIE Lab, widma UV oraz kinetyka oddziatywania z DPPH obu lekow
byly odmienne po na$wietlaniu promieniowaniem UVC, co moze wskazywaé na zmiany zachodzace w ketokonazolu
i mikonazolu. Najwigksza stabilno§¢ na promieniowanie ultrafioletowe wykazywat flukonazol, ktérego parametry CIE
Lab, widma UV oraz oddziatywanie z DPPH nie zmienity si¢ po naswietlaniu probki.

WNIOSKI: Badania z zastosowaniem spektrofotometrii UV-Vis oraz kolorymetrii pozwolity na ocen¢ wplywu promie-
niowania UVC na wybrane leki przeciwgrzybicze, w tym na oceng ich oddzialywania z modelowym wolnym rodnikiem
DPPH. Zaleca si¢ ochrong¢ ketokonazolu i mikonazolu przed $wiatlem. Wskazana jest rowniez ochrona przed stoncem

pacjentow w trakcie farmakoterapii tymi lekami.

SLOWA KLUCZOWE

leki przeciwgrzybicze, wolne rodniki, promieniowanie UVC, spektrofotometria UV-Vis, kolorymetria

INTRODUCTION

The use of immunomodulating and anticancer drugs
by patients and the occurrence of diseases impairing
the immune system contributes to an increase in the
incidence of fungal infections [1,2,3,4,5,6]. The treat-
ment of fungal diseases poses many difficulties, e.g.
due to difficult diagnosis and selection of an appro-
priate drug to which the pathogen will be susceptible
[1,2,3,4,5,6,7]. Antifungal therapy is usually long-la-
sting, which is accompanied by numerous side and
toxic effects on the body [5,6,8,9]. Fungal lesions are
always accompanied by inflammation. During inflam-
mation, large amounts of free radicals are formed [10].
Antifungal drugs with an additional antioxidative effect
could facilitate inflammation alleviation, which would
result in faster patient recovery.

Azoles are synthetic antifungal drugs most com-
monly used in the treatment [1,2,3,4,5,6,7,8,9,10].
They constitute a chemically heterogeneous group.
They include both imidazole and triazole derivati-
ves which exhibit a similar mechanism [1,2,3,4]. The
antifungal effect of azoles is associated with inhibi-
ting lanosterol 14o-demethylase in the biosynthe-
sis of steroid hormones of fungi [1,2,3,5,6,8]. The
consequence is a reduction in the amount of ergo-
sterol, which is the main sterol building fungal cell
membranes. Furthermore, azoles cause the accumula-
tion of methylated groups at position 14 of o sterols,
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Stosowanie przez pacjentéw lekéw immunomodulu;ja-
cych oraz przeciwnowotworowych, a takze wystgpo-
wanie choréb uposledzajacych uktad odpornosciowy
przyczynia si¢ do wzrostu zachorowalnosci na infek-
cje grzybicze [1,2,3,4,5,6]. Leczenie schorzen grzy-
biczych stwarza wiele trudno$ci, m.in. ze wzgledu na
trudne rozpoznanie oraz dobor odpowiedniego leku,
na ktory patogen bedzie wrazliwy [1,2,3,4,5,6,7]. Te-
rapia przeciwgrzybicza zazwyczaj jest dlugotrwata, co
sprawia, ze towarzyszg jej liczne skutki uboczne, moze
tez dziata¢ toksycznie na organizm [5,6,8,9]. Zmianom
grzybiczym zawsze towarzyszy stan zapalny, podczas
ktorego wytwarzane sa duze ilosci wolnych rodnikow
[10]. Leki dziatajace przeciwgrzybiczo, wykazujace
dodatkowo dziatanie antyoksydacyjne, mogltyby przy-
spiesza¢ tagodzenie stanu zapalnego, co wplynetoby na
szybsza rekonwalescencj¢ pacjenta.

Do syntetycznych lekow przeciwgrzybiczych najczes-
ciej stosowanych w lecznictwie nalezy grupa azoli [1,2,
3,4,5,6,7,8,9,10], stanowiacych niejednorodng grupe
pod wzgledem chemicznym. Naleza do nich zaréwno
pochodne imidazolu, jak i pochodne triazolowe wyka-
zujace podobny mechanizm dziatania [1,2,3,4]. Dzia-
tanie przeciwgrzybicze azoli wigze si¢ z hamowaniem
140-demetylazy lanosterolu w biosyntezie hormonow
steroidowych grzybow [1,2,3,5,6,8]. Nastepstwem te-
go jest zmniejszenie ilo$ci ergosterolu, stanowigcego
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which leads to disorder in their polarity and makes it
difficult to build them into the cell membrane bilayer
[4,5,6,8]. As a result, it leads to derangement of the spa-
tial structure in the fungal cell membrane [1,2,3,4,5,6,8].
Azoles have a very broad spectrum of activity. They are
applied externally in particular; topically in infections of
the skin and mucous membranes [1,2,3.,4,5,6,7,8,9,10].
As some types of mycosis occur on bare body parts,
they are exposed to ultraviolet radiation [11]. In order to
ensure safe and effective pharmacotherapy of fungal le-
sions, it is very important that the drug is properly stored,
and the patient acts appropriately during the treatment.
Ultraviolet radiation may lead to photolysis [12,13,14].
In this way, the molecules of the drug-forming chemi-
cal compound may be damaged or chemically modified
[12,13,14]. Photolysis takes place in a direct and indi-
rect way. In direct photolysis, the medicinal substance
is transformed by the absorption of energy. This process
causes, among others, the formation of free radicals as
well as drug disintegration and degradation [14]. In in-
direct photolysis, the energy supplied to a body system
in the form of ultraviolet radiation affects another sub-
stance, e.g. an excipient, and modifies it forming a free
radical. The free radical, formed in this way as a highly
reactive molecule, interacts with a medicinal substan-
ce and modifies it [12,13,14]. Antifungal drugs are also
susceptible to photolytic degradation, which has been
proven in numerous scientific papers [15,16,17].

A medicinal substance that contains free radicals may
cause many toxic effects in the body during pharma-
cotherapy [14,18]. As reactive molecules, free radicals
have the ability to interact with any type of molecule
that builds a living organism, causing its damage. As
a result of free radical activity, lipids that build the
body's cell membranes undergo a multistage peroxi-
dation process [14,18,19,20]. This process may result
in the formation of carcinogenic products, e.g. malon-
dialdehyde [14,20]. Under the influence of free radi-
cals, protein structures in the body may change spa-
tially, which affects their bioactivity [14,18,19,20,21].
Free radicals may also interact with DNA and RNA,
for which the hydroxyl radical is the most hazardo-
us [14,18]. Free radicals react with any structure that
builds DNA, i.e. with phosphate residues, ribose, deo-
xyribose and nitrogenous bases, which in turn, results
in many structural abnormalities in DNA and proteins
and leads to the initiation of mutations and thus neopla-
stic processes [14,18,19].

The aim of this study was to research the antioxidant
properties using the model DPPH free radical of selec-
ted synthetic antifungal drugs belonging to the group of
azoles. Additionally, the impact of UVC radiation on
the tested drugs and their interaction with the DPPH
free radical was tested.

gtéwny sterol budujacy blony komorkowe grzybow.
Dodatkowo azole powoduja nagromadzenie grup mety-
lowanych w pozycji 14a steroli, co prowadzi do zabu-
rzenia ich polarnosci oraz utrudnia ich wbudowywanie
do podwojnej warstwy blony komorkowej [4,5,6,8].
W konsekwencji dochodzi do zaburzenia struktury prze-
strzennej blony komérkowej grzybow [1,2,3,4,5,6,8].
Azole maja bardzo szerokie spektrum dziatania. Sto-
sowane sg gltownie zewnetrznie, miejscowo w zaka-
zeniach skory i bton $luzowych [1,2,3,4,5,6,7,8,9,10].
Poniewaz niektore rodzaje grzybicy wystepuja na od-
stonigtych czgéciach ciata, miejsca te sg narazone na
dziatanie promieniowania ultrafioletowego [11]. Aby
zapewnic¢ bezpieczng i skuteczng farmakoterapi¢ zmian
grzybiczych, bardzo istotne jest prawidtowe przecho-
wywanie leku oraz odpowiednie postgpowanie pacjenta
w trakcie leczenia. Promieniowanie ultrafioletowe
mo-ze doprowadzi¢ do fotolizy [12,13,14]. Czastecz-
ki zwigzku chemicznego tworzacego lek mogag w ten
sposob zosta¢ uszkodzone lub podlega¢ modyfikacji
chemicznej [12,13,14]. Wyr6znia si¢ dwa rodzaje tego
procesu — fotoliz¢ bezposrednia i posrednig. W fotolizie
bezposredniej substancja lecznicza ulega przeksztal-
ceniu w wyniku zaabsorbowania energii. Proces ten
powoduje m.in. powstawanie wolnych rodnikéw oraz
rozpad leku i jego degradacj¢ [14]. Podczas fotolizy
posredniej energia dostarczona do ukladu w postaci
promieniowania ultrafioletowego oddzialuje na inng
substancj¢, np. pomocnicza, co prowadzi do jej mo-
dyfikacji, powstania wolnego rodnika. Wygenerowany
w ten sposob wolny rodnik jako czastka wysoce reak-
tywna oddziatuje z substancja lecznicza i modyfikuje
ja [12,13,14]. Na rozpad fotolityczny wrazliwe sa
takze leki przeciwgrzybicze, co zostato udowodnione
w licznych pracach naukowych [15,16,17].

Substancja lecznicza, ktéra zawiera wolne rodniki,
moze w trakcie farmakoterapii powodowac wiele efek-
tow toksycznych w organizmie [14,18]. Wolne rodniki
jako czasteczki reaktywne majg zdolno$¢ oddziaty-
wania z kazdym typem molekul, ktore buduja zywy
organizm, powodujac ich uszkodzenia. W wyniku
dziatania wolnych rodnikéw lipidy budujace btony ko-
moérkowe organizmu ulegaja wieloetapowej peroksyda-
cji [14,18,19,20]. Proces ten moze w konsekwencji do-
prowadzi¢ do powstania kancerogennych produktow,
np. dialdehydu malonowego [14,20]. Struktury biatko-
we znajdujace si¢ w organizmie pod wptywem wolnych
rodnikéw moga ulega¢ zmianom przestrzennym, co
wplywa na ich aktywnos¢ biologiczng [14,18,19,20,21].
Wolne rodniki moga réwniez oddziatywaé z DNA
i RNA, dla ktorych najbardziej niebezpieczny jest
rodnik hydroksylowy [14,18]. Wolne rodniki reaguja
z kazda struktura budujaca DNA, tj. z resztami fosfo-
ranowymi, ryboza, deoksyryboza oraz z zasadami azo-
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MATERIALS AND METHODS

Tested antifungal drugs

Three synthetic antifungal drugs, belonging to the group
of azoles, i.e. ketoconazole, miconazole (imidazole
derivatives) and fluconazole (the group of triazole de-
rivatives) were analysed in this paper [1,2,3,4,5,6,22].
The chemical structure and basic physicochemical pa-
rameters of the tested substances are given in Table 1
[22,23,24,25]. All the drugs analysed in this study were
purchased from Sigma-Aldrich.

towymi, co z kolei powoduje wiele nieprawidlowos$ci
w budowie DNA oraz biatek i prowadzi do inicjacji
mutacji, w zwigzku z tym réwniez procesow nowotwo-
rowych [14,18,19].

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wtasciwosci anty-
oksydacyjnych z zastosowaniem modelowego wolnego
rodnika DPPH wybranych syntetycznych lekéw prze-
ciwgrzybiczych nalezacych do grupy azoli. Dodatkowo
sprawdzono wptyw promieniowania UVC (ultraviolet
C) na badane leki oraz ich oddziatywanie z wolnym
rodnikiem DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Table I. Structural and molecular formula, molar mass and melting point of analysed antifungal drugs belonging to group of azoles [22,23,24,25]
Tabela I. Wzor strukturalny i sumaryczny, masa molowa oraz temperatura topnienia analizowanych lekéw przeciwgrzybiczych nalezacych do grupy azoli

[22,23,24,25]
Molecular Melting
Drug name/Nazwa leku Structural formula/Wzér strukturalny formula/Wzér Mola:'nr:)lla:;;Masa point/Temperatura
sumaryczny topnienia
0]
Hac)LN/\
N
! L3
Ketoconazole/Ketokonazol oo N . C,eH,,CILN,O, 531.43 g/mol 147°C
ke
Cl
N
/A
[N) cl cl
o
Miconazole/Mikonazol C,H,C.N,0 416.13 g/mol 135°C
Cl
* HNO3
Cl
F
Fluconazole/Flukonazol F C,H,FNO 306.27 g/mol 138-140°C
=N =N
N%/ N7
OH

Ketoconazole is a synthetic drug belonging to the azo-
les of imidazole derivatives [1,2,3,5,6,9]. Ketocona-
zole is used for the treatment of both superficial and
systemic mycoses [1,2,3,4,5,6]. Additionally, it can be
used in candidiasis, histoplasmosis and blastomycosis
[5,6,9]. Ketoconazole has a broad spectrum of activity
and is used in the case of resistance to other antifun-
gal drugs [1,2,3,4,5,6]. Ketoconazole is easily absorbed
from the digestive tract in the presence of an acidic en-
vironment [4,5,6]. The most dangerous side effect of
taking ketoconazole is liver necrosis; therefore, during
long-term therapy with high doses of the drug, liver
function tests and complete blood count are recommen-
ded [1,2,3,4,5,6].
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Badane leki przeciwgrzybicze

Analizie poddano trzy leki przeciwgrzybicze pocho-
dzenia syntetycznego, nalezace do grupy azoli, tj. ke-
tokonazol, mikonazol (z grupy pochodnych imidazolo-
wych) i flukonazol (z grupy pochodnych triazolowych)
[1,2,3,4,5,6,22]. Struktura chemiczna oraz podstawowe
parametry fizykochemiczne badanych substancji zesta-
wiono w tabeli I. Wszystkie analizowane w pracy leki
pochodza od firmy Sigma-Aldrich.

Ketokonazol jest lekiem syntetycznym z grupy po-
chodnych imidazolowych [1,2,3,5,6,9]. Stosuje si¢ go
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Miconazole, like ketoconazole, is a synthetic, antifun-
gal drug of imidazole derivatives [1,2,3,4,5,6,7]. No-
wadays, miconazole is rarely used for the treatment of
systemic and organ mycoses [4,5,6]. Miconazole in the
form of cream, gel, globules or powder is more often
used for the treatment of superficial mycoses of the skin
and mucous membranes [1,2,3,4,5,6,7]. Miconazole is
a drug poorly absorbed from the digestive tract [4]. It is
often used together with hydrocortisone in complex
preparations [1,2,3,5,6]. The side effects of miconazone
mainly include allergic reactions [1,2,3,4,5,6].

Another synthetic, antifungal drug is fluconazole. It be-
longs to azoles, but to triazole derivatives [1,2,3,4,5,
6,8,9]. Fluconazole is a broad-spectrum antifungal [1,2,
3,4,5,6]. It is very well absorbed from the digestive tract
[4,5,6]. It also shows good penetrating abilities in body
tissues [5,6]. Fluconazole is characterised by very good
bioavailability after oral administration (94%) and low
bonding to plasma proteins (11-12%), which means
that its half-life is long — up to 30 hours [4,5,6]. It is
an alternative to the treatment of fungal infections su-
sceptible to amphotericin B because it is less toxic than
amphotericin B and shows the same spectrum [5,6].
The side effects, which occur very rarely after fluco-
nazole treatment, include abdominal pain, nausea and
headache [1,2,3,4,5,6].

Exposure of tested drugs to UV radiation

Ketoconazole, miconazole and fluconazole were expo-
sed to 24-hour UVC radiation. For this purpose, drugs
in the form of a thin layer of powder were placed in
Petri dishes and exposed to UV radiation from a distan-
ce of 20 cm and with wavelength A = 254 nm. For this
test, a UVC lamp (Active, UK) equipped with one 8W
emitter was used.

Model DPPH free radical

The DPPH free radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
is a model compound used for research on the antioxi-
dant properties of substances of synthetic and natural
origin [14,19,26]. The structural formula of the DPPH
free radical with an unpaired electron, located on a nitro-
gen atom forming a nitrogen bridge, is shown in Fig. 1
[19].

NO,

Fig. 1. Chemical structure formula of DPPH free radical with unpaired elec-
tron located on nitrogen atom [19].

Rye. 1. Wzér strukturalny modelowego wolnego rodnika DPPH z niesparo-
wanym elektronem znajdujacym sie na atomie azotu [19].

w leczeniu zaréwno grzybic powierzchniowych, jak
i uktadowych [1,2,3,4,5,6], dodatkowo w drozdzycy,
histoplazmozie oraz blastomikozie [5,6,9]. Charaktery-
zuje si¢ szerokim spektrum dziatania i stosowany jest
w przypadku opornosci na inne leki przeciwgrzybicze
[1,2,3,4,5,6]. Latwo si¢ wchtania z przewodu pokar-
mowego w obecnosci kwasnego Srodowiska [4,5,6].
Najbardziej niebezpiecznym skutkiem ubocznym sto-
sowania ketokonazolu jest martwica watroby, dlatego
w trakcie dlugotrwalej terapii duzymi dawkami leku
zaleca si¢ wykonywanie prob czynnosciowych watroby
oraz morfologii krwi [1,2,3,4,5,6].

Mikonazol rowniez nalezy do syntetycznych lekow prze-
ciwgrzybiczych pochodnych z grupy imidazolowych
[1,2,3,4,5,6,7]. Aktualnie rzadko jest stosowany w le-
czeniu grzybic uktadowych oraz narzadowych [4,5,6].
Czgsciej stosuje si¢ go w postaci kremu, zelu, globulek
lub zasypek w leczeniu grzybic powierzchniowych sko-
ry i bton $luzowych [1,2,3,4,5,6,7]. Stabo wchtania si¢
z przewodu pokarmowego [4]. Czgsto stosowany jest
facznie z hydrokortyzonem w preparatach ztozonych
[1,2,3,5,6]. Do niepozadanych dziatan leku zalicza si¢
gtdwnie reakcje alergiczne [1,2,3,4,5,6].

Kolejnym syntetycznym lekiem przeciwgrzybiczym
jest flukonazol, nalezacy do pochodnych triazolowych
[1,2,3,4,5,6,8,9]. Ma szeroki zakres dziatania przeciw-
grzybiczego [1,2,3,4,5,6]. Bardzo dobrze ulega wchta-
nianiu z przewodu pokarmowego [4,5,6], wykazuje
réwniez zdolnos¢ penetrowania do tkanek organizmu
[5,6]. Flukonazol cechuje si¢ bardzo dobra biodostep-
noscia po podaniu doustnym (94%) oraz niskim wigza-
niem z biatkami osocza (11-12%), co sprawia, ze jego
okres péttrwania jest dtugi, do 30 godzin [4,5,6]. Jest
alternatywa dla leczenia infekcji grzybiczych wrazli-
wych na amfoterycyn¢ B, gdyz jest mniej toksyczny
przy takim samym zakresie dziatania [5,6]. Do bardzo
rzadkich dziatan niepozadanych po leczeniu mozna za-
liczy¢ bole brzucha, nudnosci i bole gtowy [1,2,3,4,5,6].

Ekspozycja badanych lek6w na promieniowanie
ultrafioletowe

Ketokonazol, mikonazol oraz flukonazol zostaty podda-
ne 24-godzinnej ekspozycji na promieniowanie UVC.
W tym celu leki w postaci cienkiej warstwy proszku
umieszczono na szalkach Petriego i naswietlano z odle-
glosci 20 cm promieniowaniem ultrafioletowym o dhu-
gosci fali A = 254 nm. Jako zrodto promieniowania za-
stosowano lampe¢ UVC firmy Active (Wielka Brytania),
ktora jest wyposazona w 1 promiennik o mocy 8 W.

Modelowy wolny rodnik DPPH

Wolny rodnik DPPH jest modelowym zwiagzkiem sto-
sowanym do badania wtasciwosci antyoksydacyjnych
substancji pochodzenia syntetycznego i naturalnego
[14,19,26]. Wzér strukturalny wolnego rodnika DPPH
z niesparowanym elektronem, na atomie azotu tworza-
cym mostek azotowy pokazano na rycinie 1 [19].

Wolny rodnik DPPH pod wptywem dziatania antyok-
sydantu ulega redukcji w wyniku przyjecia elektronu
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Under the influence of antioxidant, the DPPH free radi-
cal is reduced as a result of the reception of an electron
[14,19,26]. Depending on the analytical method used,
this results in a decrease in the amplitude of the EPR
DPPH signal spectrum (EPR spectroscopy method),
a decrease in the absorbance at a certain wavelength
(UV-Vis spectrophotometric method) or a change in
colour from violet to yellow (colourimetric method)
[14,18,19,26].

Preparatory procedures for samples

In this study, a methyl solution of the DPPH free radical
was used since this compound forms durable alcoholic
solutions. For this purpose, an 0.5 mM DPPH methyl
solution was prepared. Subsequently, 10 mg of the te-
sted drug was weighed with a CPA analytical balance
(Sartorius, Germany) and placed in a test tube. Then, the
0.5 mM methyl DPPH solution was added to a 2.5 ml
test tube, stoppered and mixed. At a further stage, the
contents of the test tube were poured into a polystyrene
cuvette with an optical path of 1 cm, which was placed
inside the spectrophotometer. The change in absorban-
ce of the tested sample was measured at wavelength
A = 515 nm. Those measurements were performed at
1, 3,5, 10, 15, 20, 25 and 30 minute(s) of interaction
between the tested substance and DPPH. The control
sample was a pure 0.5 mM DPPH solution. The mea-
surement was repeated threefold and the results were
averaged.

Measurement of antioxidant properties by means of
UV-Vis spectrophotometry

UV-Vis spectrophotometry was used to study the intera-
ction of the tested antifungal drugs, both the initial ones
(non-exposed to ultraviolet radiation) and those expo-
sed to 24-hour UVC radiation, with the model DPPH
radical. For this purpose, the UV-Vis Thermo Genesys
10S spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) was
used. The absorbance spectra of DPPH and DPPH in
contact with the tested substances were recorded in
the wavelength range from 450 nm to 600 nm, using
VISIONlite software (Thermo Scientific, USA). Using
Origin 2015 software (OriginLab, USA), the obtained
spectra were analysed and the absorbance variation at
wavelength A = 515 nm was evaluated [14].

Research using colourimetry

In the experiment, colourimetric measurement was per-
formed with the NH 310 colourimeter (3nh, China).
Analysis of ketoconazole, miconazole and fluconazole
colour change before UVC radiation (initial samples)
and after 24-hour exposure to UVC radiation was per-
formed. The spatial analysis model of the CIE Lab colo-
ur system was applied [27,28]. In this system, a change
in the 'L' component is responsible for the brightness of
the preparation. Black has the value of 0, while white —
100 [27,28]. The component of parameter 'a' describes
the proportion of colours from green (negative values)
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[14,19,26]. W zalezno$ci od zastosowanej metody ana-
litycznej powoduje to spadek amplitudy sygnatu widma
EPR DPPH (spektroskopia EPR), spadek absorbancji
przy okreslonej dtugosci fali (metoda spektrofotome-
tryczna UV-Vis) lub zmian¢ zabarwienia z fioletowej
na z6lta (metoda kolorymetryczna) [14,18,19,26].

Preparatyka probek

W pracy wykorzystano metylowy roztwor wolnego
rodnika DPPH, gdyz zwiazek ten tworzy trwate roz-
twory alkoholowe. W tym celu przygotowano 0,5 mM
metylowy roztwor DPPH. Nastgpnie za pomoca wagi
analitycznej CPA firmy Sartorius (Niemcy) odwazano
10 mg badanego leku i umieszczano w probéwce, do
ktorej z kolei dodawano 2,5 ml 0,5 mM metylowego
roztworu DPPH, zatykano korkiem i mieszano. Na
dalszym etapie zawarto$¢ probowki przelewano do
kuwety polistyrenowej o drodze optycznej | cm, ktora
umieszczano we wnetrzu spektrofotometru. Mierzono
zmiang absorbancji badanej probki przy dtugosci fali
A =515 nm. Pomiary te wykonywanow 1., 3, 5, 10, 15,
20, 25 i 30 minucie oddziatywania badanej substancji
z DPPH. Probe kontrolng stanowit czysty 0,5 mM roz-
twor DPPH. Pomiary powtorzono 3-krotnie, a wyniki
usredniono.

Pomiary wlasciwosci antyoksydacyjnych za pomoca
spektrofotometrii UV-Vis

W celu zbadania oddziatywania z modelowym rodni-
kiem DPPH badanych lekéw przeciwgrzybiczych, za-
réwno wyjsciowych (niepoddanych dzialaniu promie-
niowania ultrafioletowego), jak i naswietlanych przez
1 dobg, zastosowano spektrofotometric UV-Vis (ultra-
violet-visible). Wykorzystano spektrofotometr UV-Vis
Thermo Genesys 10S firmy Thermo Scientific (USA).
Widma absorbancji DPPH oraz DPPH w kontakcie
z badanymi substancjami byly rejestrowane w zakresie
dhugosci fali 450600 nm za pomoca oprogramowania
VISIONlite firmy Thermo Scientific (USA). Analize¢
otrzymanych widm oraz ocen¢ zmiany absorbancji
przy dtugosci fali A = 515 nm przeprowadzono z za-
stosowaniem oprogramowania Origin 2015 firmy Ori-
ginLab (USA) [14].

Badania za pomoca kolorymetrii

W doswiadczeniu wykonane zostaly pomiary kolory-
metryczne za pomocg kolorymetru NH 310 firmy 3nh
(Chiny). Przeprowadzono analiz¢ zmiany barwy keto-
konazolu, mikonazolu i flukonazolu przed dziataniem
promieniowania UVC (probki wyjSciowe) oraz po
24-godzinnym naswietlaniu. Zastosowano model anali-
zy przestrzennej uktadu barw CIE Lab [27,28]. W ukta-
dzie tym zmiana sktadowej ,,L” odpowiada za poziom
jasnos$ci preparatu. Warto$¢ 0 przyjmuje barwa czarna,
warto$¢ 100 barwa biata [27,28]. Sktadowa parametru
,»a~ opisuje udziat barw od zielonego (wartosci ujemne)
do czerwonego (wartosci dodatnie), natomiast sktado-
wa parametru ,,b” udzial barw od niebieskiego (war-
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to red (positive values). The component of parameter
'b' describes the proportion of colours from blue (nega-
tive values) to yellow (positive values) [27,28]. Before
each measurement, the device was calibrated using the
enclosed white standard. Each measurement was per-
formed threefold and the results were averaged.

UV-Vis measurement of tested drugs

Additionally, the UV spectra of the tested antifungal
drugs (non-exposed and exposed to 24-hour ultraviolet
radiation) were analysed in the study. For this purpo-
se, | mg of the tested drug was dissolved in 100 ml of
methyl alcohol [29]. The samples were then thoroughly
mixed and poured into a quartz cuvette with an optical
path of 1 cm, which was placed in a spectrophotome-
ter. UV absorbance spectra were recorded in the wa-
velength range from 200 to 380 nm [9,29,30]. A UV-
-Vis Thermo Genesys 10S spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA) with VISIONIite software (Thermo
Scientific, USA) was used for measurement.

RESULTS

The analyses which were conducted in this study using
the model DPPH free radical, ketoconazole, micona-
zole and fluconazole non-exposed to UVC ultraviolet
radiation for 24-hours, show differences in the ability
to interact with the DPPH free radical. Only for the ke-
toconazole initial sample, non-exposed to ultraviolet
radiation, was a decrease in absorbance at wavelength
A =515 nm observed when compared with the absor-
bance standard. This indicates the antioxidant pro-
perties of ketoconazole (Fig. 2a). Those properties in-
creased for the sample exposed to 24-hour ultraviolet
radiation (Fig. 2b).

No decrease in absorbance at the tested wavelength
(A = 515 nm) was observed for the miconazole initial
sample, non-exposed to UV radiation. This shows the
inability to reduce the DPPH free radical by the initial
miconazole (Fig. 3a). 24-hour exposure of the micon-
azole sample to UVC radiation resulted in the drug's
ability to interact with DPPH. This was manifested by
a decrease in absorbance at the wavelength of 515 nm
(Fig. 3b).

The tested fluconazole samples, neither the non-expo-
sed nor exposed to 24-hour UVC radiation, showed
any abilities to interact with the DPPH free radical.
No decrease in the absorbance values was observed
for those samples when compared with the standard
— the pure alcoholic solution of DPPH at wavelength
A =515 nm (Fig. 4a and 4b). This indicates the lack of
antioxidant capacity of the tested fluconazole samples.

For the tested antifungal drugs from the group of azo-
le derivatives, the interaction kinetics with the model
DPPH free radical was studied. The same time points
for absorbance measurement at the wavelength of
515 nm were used for all the analysed drugs. The mea-
surements were performed at 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 and
30 minute(s) of interaction between the tested sample

tosci ujemne) do zottego (warto$ci dodatnie) [27,28].
Przed wykonaniem kazdego z pomiaréw urzadzenie
bylo kalibrowane za pomocg zalaczonego wzorca bie-
li. Kazdy z pomiarow wykonano 3-krotnie, a wyniki
usredniono.

Pomiary widm UV badanych lekéw

Dodatkowo wykonano analizy widm UV badanych le-
kow przeciwgrzybiczych niepoddanych i poddanych
24-godzinnemu naswietlaniu promieniowaniem ultra-
fioletowym. W tym celu rozpuszczano 1 mg badanego
leku w 100 ml alkoholu metylowego [29]. Nastgpnie
probki dokladnie mieszano i przelewano do kuwety
kwarcowej o drodze optycznej wynoszacej 1 cm, ktora
umieszczano w spektrofotometrze. Widma absorbancji
UV rejestrowano w przedziale dtugosci fali wynosza-
cym 200-380 nm [9,29,30]. Do pomiarow uzyto spek-
trofotometru UV-Vis Thermo Genesys 10S firmy Ther-
mo Scientific (USA) z oprogramowaniem VISIONIite
firmy Thermo Scientific (USA).

WYNIKI

Analizy z wykorzystaniem modelowego wolnego rod-
nika DPPH oraz ketokonazolu, mikonazolu i fluko-
nazolu niepoddanych oraz poddanych 24-godzinnej
ekspozycji na promieniowanie UVC wykazaly roznice
w zdolno$ciach oddzialywania z wolnym rodnikiem
DPPH. Jedynie dla probki wyjsciowej ketokonazolu,
nienaswietlanej promieniowaniem ultrafioletowym,
zaobserwowano obnizenie absorbancji przy dlugosci
fali A = 515 nm w poréwnaniu z absorbancjg wzorca,
co $wiadczy o wlasciwosciach antyoksydacyjnych leku
(ryc. 2a). Wiasciwosci te rosty dla probki poddanej
przez dobg¢ naswietlaniu promieniowaniem ultrafioleto-
wym (ryc. 2b).

Dla probki wyjsciowej mikonazolu, niepoddanej dzia-
faniu promieniowania ultrafioletowego, nie obserwo-
wano obnizenia absorbancji przy badanej dtugosci fali
(A =515 nm). Swiadczy to o braku zdoInosci do reduk-
cji wolnego rodnika DPPH przez wyjsciowy mikonazol
(ryc. 3a). Naswietlanie promieniowaniem UVC prdb-
ki mikonazolu przez 1 dob¢ wykazato jego zdolno$é
oddziatywania z DPPH, co manifestowalo si¢ obnize-
niem warto$ci absorbancji przy dtugosci fali 515 nm
(ryc. 3b).

Probki flukonazolu, zarowno niepoddana dziataniu pro-
mieniowania UVC, jak i naswietlana przez 24 godziny,
nic wykazywaly zdolnosci oddziatywania z wolnym
rodnikiem DPPH. Dla probek tych nie obserwowano
obnizenia warto$ci absorbancji w poréwnaniu z wzor-
cem, jaki stanowit czysty alkoholowy roztwér DPPH
przy dtugosci fali A = 515 nm (ryc. 4a i 4b). Swiadczy
to o braku zdolno$ci antyoksydacyjnych testowanych
probek.

Dla lekoéw przeciwgrzybiczych pochodnych azoli wy-
konano badania kinetyki oddzialywania z modelowym
wolnym rodnikiem DPPH. Dla wszystkich analizo-
wanych lekow stosowano takie same punkty czasowe
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Fig. 2. UV-Vis DPPH absorbance spectrum interacting with ketoconazole (a) non-exposed to UVC radiation and (b) exposed to 24-hour UVC radiation.
Absorbance was measured at room temperature.

Ryc. 2. Widmo absorbancji UV-Vis DPPH oddziatujacego z ketokonazolem niepoddanym (a) oraz poddanym 24-godzinnej ekspozycji na promieniowanie
UVC(b). Pomiary absorbancji wykonano w temperaturze pokojowej.
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Fig. 3. UV-Vis DPPH absorbance spectrum interacting with miconazole (a) non-exposed to UVC radiation and (b) exposed to 24-hour UVC radiation. Absor-
bance was measured at room temperature.

Ryc. 3. Widmo absorbancji UV-Vis DPPH oddziatujacego z mikonazolem niepoddanym (a) oraz poddanym 24-godzinnej ekspozycji na promieniowanie
UVC(b). Pomiary absorbancji wykonano w temperaturze pokojowe;.
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Fig. 4. UV-Vis DPPH absorbance spectrum interacting with fluconazole (a) non-exposed to UVC radiation and (b) exposed to 24-hour UVC radiation. Absor-
bance was measured at room temperature.

Ryc. 4. Widmo absorbancji UV-Vis DPPH oddziatujacego z flukonazolem niepoddanym (a) oraz poddanym 24-godzinnej ekspozycji na promieniowanie UVC
(b). Pomiary absorbancji wykonano w temperaturze pokojowej.
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and DPPH. A sample of the standard, which was the
pure methyl solution of DPPH, was marked as time
point 0.

In the case of the ketoconazole sample, it can be
observed that the absorbance for the drug non-exposed
and exposed to UVC radiation decreases with the
time of interaction with the model DPPH free radical
(Fig. 5). The absorbance values at each measurement
point for the non-UV-exposed ketoconazole adopt lower
values in comparison with the initial ketoconazole. This
indicates a stronger interaction of this drug with DPPH,
occurring after its exposure to UVC radiation.
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Fig. 5. Interaction kinetics of DPPH with ketoconazole non-exposed and ex-
posed to 24-hour UVC radiation. Tested absorbance variation at wavelength
A=515nm, measured at 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 minute(s) of exposure.
Ryc. 5. Kinetyka oddziatywania DPPH z ketokonazolem niepoddanym oraz
poddanym dziataniu promieniowania UVC przez 24 godziny. Badana zmiana
absorbanciji przy diugosci fali A = 515 nm, mierzona w 1., 3, 5, 10, 15, 20, 25
i 30 minucie oddziatywania.

By analysing the kinetics of the miconazole sample,
it can be observed that the absorbance for a drug non-
exposed to UVC radiation is constant over time and
adopts the absorbance value of the standard (Fig. 6).
This fact indicates the inability to reduce the DPPH free
radical by the initial miconazole. The 24-hour exposure
of miconazole to UVC radiation resulted in the drug's
ability to reduce the model DPPH free radical. The
absorbance value for miconazole exposed to UV radia-
tion decreases significantly with the time of interaction
with DPPH (Fig. 6).
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Fig. 6. Interaction kinetics of DPPH with miconazole non-exposed and ex-
posed to 24-hour UVC radiation. Tested absorbance variation at wavelength
A=515nm, measured at 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 minute(s) of exposure.
Ryc. 6. Kinetyka oddziatywania DPPH z mikonazolem niepoddanym oraz
poddanym dziataniu promieniowania UVC przez 24 godziny. Badana zmiana
absorbancji przy dtugosci fali A = 515 nm, mierzona w 1., 3, 5, 10, 15, 20, 25
i 30 minucie oddziatywania.

pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 515 nm. Wyko-
nywano pomiar w 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 oraz 30 minu-
cie oddzialywania badanej probki z DPPH. Jako czas 0
zaznaczono probke wzorca, jaki stanowit czysty mety-
lowy roztwor DPPH.

W przypadku probki ketokonazolu mozna zaobserwo-
wacé, ze absorbancja dla leku nienaswietlanego i na-
swietlanego promieniowaniem UVC ulega obnizeniu
wraz z czasem oddzialywania z modelowym wolnym
rodnikiem DPPH (ryc. 5). Wartosci absorbancji w kaz-
dym punkcie pomiaru dla ketokonazolu poddanego
dziataniu promieniowania ultrafioletowego przyjmuja
nizsze warto§ci w poréwnaniu z ketokonazolem wyj-
$ciowym. Swiadczy to o silniejszym oddziatywaniu
tego leku z DPPH, wystgpujacym po ekspozycji na pro-
mieniowanie UVC.

Analizujac kinetyke probki mikonazolu, mozna zaob-
serwowac, ze absorbancja dla leku nienaswietlanego
promieniowaniem UVC jest stala w czasie i przyjmu-
je warto$¢ absorbancji wzorca (ryc. 6), co swiadczy
o braku zdolnosci do redukcji wolnego rodnika DPPH
przez mikonazol wyjsciowy. Poddanie mikonazolu
24-godzinnemu dziataniu promieniowania UVC wply-
neto na zdolnos¢ leku do redukeji modelowego wolne-
go rodnika DPPH. Wartos$¢ absorbancji dla mikonazolu
poddanego dziataniu promieniowania ultrafioletowego
wraz z czasem oddziatywania z DPPH ulega wyrazne-
mu obnizeniu (ryc. 6).

Kinetyka oddziatywania flukonazolu, zaréwno wyj-
Sciowego, jak i poddanego dzialaniu promieniowania
UVC, jest zblizona (ryc. 7). Mozna zaobserwowac, ze
lek nie wykazuje zdolnosci do redukcji rodnika DPPH
nawet po 24-godzinnym naswietlaniu promieniowa-
niem ultrafioletowym, o czym $wiadcza niezmienne
w czasie warto$ci absorbancji (ryc. 7).
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Fig. 7. Interaction kinetics of DPPH with fluconazole non-exposed and ex-
posed to 24-hour UVC radiation. Tested absorbance variation at wavelength
A=515nm, measured at 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 minute(s) of exposure.
Ryc. 7. Kinetyka oddziatywania DPPH z flukonazolem niepoddanym oraz
poddanym dziataniu promieniowania UVC przez 24 godziny. Badana zmiana
absorbancji przy dtugosci fali A = 515 nm, mierzonaw 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25
i 30 minucie oddziatywania.

Analizujac ostatnig minut¢ pomiaru wszystkich bada-
nych lekow, mozna zauwazy¢, ze leki przeciwgrzy-
bicze poddane dziataniu promieniowania UVC przez
24 godziny cechuja si¢ silniejszymi zdolno$ciami
oddzialywania z wolnym rodnikiem DPPH (ryc. 8).
W poréwnaniu ze wzorcem (metylowy roztwor DPPH)
absorbancja tych probek byta znacznie nizsza w przy-
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The interaction kinetics of fluconazole, both the initial
one and exposed to UVC radiation, is similar (Fig. 7).
It can be observed that this drug does not show any abil-
ities to reduce DPPH radicals even after 24-hour expo-
sure to UV radiation, as evidenced by the absorbance
values that remain constant over time (Fig. 7).

By analysing the last minute of the measurement for
all tested drugs, we can observe that antifungal drugs
exposed to UVC radiation for 24 hours are character-
ised by a stronger capability to interact with the DPPH
free radical (Fig. 8). In comparison with the stand-
ard (methyl DPPH solution), the absorbance of those
samples was significantly lower for ketoconazole
and miconazole. Among the initial drugs, only keto-
conazole showed the ability to reduce the DPPH free
radical. The miconazole and fluconazole output com-
pounds did not have antioxidant properties (Fig. 8).
For all the tested antifungal drugs belonging to the azo-
le group, colourimetric analyses were conducted in the
CIE Lab colour space system (Tab. II).

The ketoconazole and miconazole samples were cha-
racterised by significant differences in the CIE Lab
system, occurring after their 24-hour exposure to UV
radiation. In the case of ketoconazole, the 'L' parameter,
after exposure to UVC radiation, adopted lower values
for the sample, which proves that it was brightened. The
'a' parameter, on the other hand, adopted more positive
values, which indicates a higher proportion of red colo-
ur in the analysed drug after exposure to UV radiation.

padku ketokonazolu i mikonazolu. Sposrod lekow
wyjsciowych zdolnosci do redukcji wolnego rodnika
DPPH wykazywal jedynie ketokonazol. Wyjsciowe
zwigzki mikonazolu i flukonazolu nie posiadaty wtas-
ciwosci antyoksydacyjnych (ryc. 8).

30 minuta pomiaru
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Fig. 8. Absorbance variation at wavelength A = 515 nm for tested azoles
non-exposed and exposed to UVC radiation for 24 hours. Measurement per-
formed at room temperature.

Ryc. 8. Zmiana absorbancji przy dtugosci fali A = 515 nm dla badanych azoli
nienaswietlanych oraz naswietlanych promieniowaniem UVC przez 24 godzi-
ny. Pomiary wykonane w temperaturze pokojowe;.

Dla wszystkich badanych lekow przeciwgrzybiczych
nalezacych do grupy azoli wykonano analizy kolory-
metryczne w uktadzie przestrzennym barw CIE Lab
(tab. 1I).

Table II. Change in CIE Lab parameters for tested antifungal drugs non-exposed and exposed to 24-hour UVC radiation. Analysed parameters: L (brightness),
a (proportion of red and green colours), b (proportion of yellow and blue colours)

Tabela Il. Zmiana parametréw CIE Lab dla badanych lekéw przeciwgrzybiczych niepoddanych i poddanych dziataniu promieniowania UVC przez 24 godziny.
Analizowane parametry: L (jasnos¢), a (udziat barw czerwonej i zielonej), b (udziat barw zéttej i niebieskiej)

Ketoconazole/Ketokonazol

Miconazole/Mikonazol Fluconazole/Flukonazol

Studied
parameter/ 3 UV-exposed for V. UV-exposed for
Badany non-UV-exposed/ ﬁ;’ut::l‘:\o:éﬁ:;raﬁ“ non-UV-exposed 24 hours/ nr?i':e r:"a\g\z)i?t?::dl 24 hours/
parametr nienaswietlany uv tany Inienaswietlany UV naswietlany UV y naswietlany UV
UV 24 godziny . uv .
24 godziny 24 godziny
L SD [+0.50] 26.32 36.47 46.42 35.13 35.89 36.17
a SD [+0.04] 1.59 1.89 0.13 1.90 -0.52 -0.55
b SD [+0.04] 3.92 7.75 2.83 11.34 2.02 1.99

SD - odchylenie standardowe

The 'b' parameter also adopted more positive values,
which indicates a higher yellow component in the te-
sted sample occurring after exposure to UVC radiation.
In the case of miconazole, the 'L' parameter adopted
lower values after exposure to UV radiation, which in-
dicates darkening of the sample. Both the 'a' and 'b' pa-
rameters adopted many more positive values in the CIE
Lab colour system after exposure to UV radiation in the
tested miconazole sample. This indicates an increase in
red and yellow components in the drug.

None of parameters of the CIE Lab system for the tested
fluconazole after its exposure to UV radiation changed
significantly. This shows that the sample did not change
its colour after exposure to UVC radiation (Tab. II).
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Probki ketokonazolu oraz mikonazolu cechowaty istot-
ne réznice w uktadzie CIE Lab, wystepujace po 24-go-
dzinnym dzialaniu promieniowania ultrafioletowego.
W przypadku ketokonazolu parametr,,L.”” po ekspozycji
na promieniowaniec UVC przyjmowal warto$ci nizsze,
co $wiadczy o rozjasnieniu probki. Natomiast parametr
,»a~ przyjmowal bardziej dodatnie wartosci, wskazujac
na wiekszy udzial barwy czerwonej po naswietlaniu
promieniowaniem UVC. Parametr ,,b” rowniez przyj-
mowat bardziej dodatnie wartosci, co wskazuje na
wickszy udzial w badanej probce barwy zo6ttej po eks-
pozycji na promieniowanie UVC.

W przypadku mikonazolu parametr ,,.L” przyjmowat
po ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe nizsze
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Fig. 9. UV absorbance spectrum of (a) ketoconazole, (b) miconazole and (c) fluconazole non-exposed and exposed to 24-hour UVC radiation. Absorbance

was measured at room temperature.

Ryc. 9. Widmo absorbancji UV ketokonazolu (a), mikonazolu (b) i flukonazolu (c) niepoddanych i poddanych dziataniu promieniowania UVC przez 24 godzi-

ny. Pomiary absorbancji wykonano w temperaturze pokojowej.

For ketoconazole, miconazole and fluconazole, both
exposed and non-exposed to UVC radiation, UV absor-
bance spectrum analyses were conducted in the wave-
length range from 200 to 380 nm. Differences in the
appearance of the absorbance spectra for drugs ex-
posed to 24-hour UVC radiation can be observed for
ketoconazole (Fig. 9a) and miconazole (9b). In the case
of fluconazole, these differences are the least visible
(Fig. 9c).

DISCUSSION

The analyses conducted in the experiment of selected
antifungal drugs (belonging to the group of azoles) be-
fore and after exposure to UVC radiation showed differ-
ences in interaction with the model DPPH free radical.
Among the initial drugs, i.e. non-exposed to ultraviolet
radiation, only ketoconazole showed antioxidant prop-
erties. Similar properties were observed by the authors
of study [31], in which they demonstrated that ketocon-
azole inhibits lipid peroxidation in the liver, cerebral tis-
sue and colon of tested rats. Ketoconazole also inhibi-
ted lipid peroxidation in microsomes, which was indu-
ced by the Fe(III)ADP/NADPH system [31]. The authors
also tested other antifungal drugs, i.e. miconazole and
clotrimazole [31]. They showed that these drugs inhibit

wartosci, co wskazuje na ciemnienie probki. Parametry
»a oraz ,.b” wuktadzie barw CIE Lab przyjmowaty po
tej ekspozycji znacznie bardziej dodatnie wartosci, co
swiadczy o wzroscie udziatu odpowiednio barwy czer-
wonej 1 zotte;j.

Zadne parametry uktadu CIE Lab dla flukonazolu po
zadziataniu na lek promieniowania ultrafioletowego nie
ulegly znaczacej zmianie. Swiadczy to o braku zmiany
barwy probki po ekspozycji na promieniowanie UVC.
Dla ketokonazolu, mikonazolu oraz flukonazolu, pod-
danych oraz niepoddanych naswietlaniu promieniowa-
niem UVC, wykonano analizy widma absorbancji UV
w zakresie dlugosci fali 200-380 nm. Réznice w wy-
gladzie widm absorbancji dla lekéw poddanych 24-go-
dzinnej ekspozycji na promieniowanie UVC mozna
zaobserwowaé w przypadku ketokonazolu (ryc. 9a)
i mikonazolu (9b). W przypadku flukonazlu roéznice te
sa najmniej widoczne (ryc. 9c).

DYSKUSJA

Analizy wybranych lekow przeciwgrzybiczych, naleza-
cych do grupy azoli, przed i po naswietlaniu promie-
niowaniem UVC wykazaly réznice w oddziatywaniu
z modelowym wolnym rodnikiem DPPH. Sposrdd le-
kéw wyjsciowych, czyli niepoddanych dziataniu pro-
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lipid peroxidation in a negligible way [31]. This con-
firms the results obtained in this study for the initial
miconazole, as it did not have a reducing effect on the
DPPH radical (Figs. 6, 8). Kus C. et al. also proved in
their study that some benzimidazole derivatives with
antifungal properties have antioxidant characteristics
[32]. Out of 12 benzimidazole derivative compounds
tested by them, 3 showed antioxidant properties, which
directly contributed to better antifungal properties of
those compounds [32].

The research conducted in this experiment has shown
that in the case of ketoconazole and miconazole, i.e.
imidazole derivatives, the antioxidant properties of the-
se drugs improved after their exposure to the 24-hour
UVC radiation factor (Figs. 5, 6, 8). A similar relation-
ship was noted by Stanjek-Cichoradzka A. et al. for ra-
pamycin (sirolimus), mycophenolate mofetil, cisplatin
and tacrolimus (fujimycin) [33]. After exposure to the
factor in the form of ultraviolet radiation, the antioxi-
dant properties of those drugs were also improved in
comparison with the initial samples [33]. This fact may
result from the photolytic effect of UVC radiation on
ketoconazole and miconazole [12,13]. As a result of
exposure of the tested imidazole derivatives to UV ra-
diation, it is likely that chemical bonds were broken
and free radicals were formed [12,13,14]. As a result
of the formation of free radicals in the tested drugs, fa-
ster recombination with a model DPPH radical might
have occurred, which manifested itself in a decrease
in absorbance values, i.e. improvement of antioxidant
properties. Skiba M. et al. showed in their research that
one of the decomposition products of ketoconazole is
free radicals. They proved that the addition of antioxi-
dants to aqueous formulations of ketoconazole affected
the drug stability and inhibited its decomposition [34].
Therefore, an increase in the antioxidant capacity of
ketoconazole and miconazole exposed to UVC radia-
tion is probably due to the occurrence of photolytic de-
gradation products in the form of free radicals. This in
turn, may contribute to toxic effects in the body during
pharmacotherapy with such drugs [14,35,36].
Ketoconazole and miconazole also showed differences
in colourimetric tests. After their 24-hour exposure to
a UVC agent, the imidazole derivatives were charac-
terised by changes in the CIE Lab system, in compari-
son with the initial drugs. The obtained UV absorbance
spectra in a wavelength range from 200 to 380 nm were
different for those drugs before and after exposure to
UV radiation. The results obtained by colourimetry and
UV spectrophotometry may indicate changes in keto-
conazole and miconazole under the influence of ultra-
violet radiation. The research conducted by Stabu I.
et al. has shown that ketoconazole is susceptible to
decomposition under the influence of UVA and UVC
radiation [37]. The aforementioned authors suggested
storing this drug away from light [37]. The photodegra-
dable effect of ultraviolet radiation in the UVC range
(A =254 nm) on climbazole, an antifungal drug belon-
ging to the group of azoles, was proved by Wang-Rong
L. et al. [38]. They showed that radicals (OH", 02:) and
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mieniowania ultrafioletowego, tylko ketokonazol wy-
kazywatl wlasciwosci antyoksydacyjne. Podobne wtas-
ciwosci zaobserwowali inni autorzy wykazujac, ze ke-
tokonazol hamuje peroksydacj¢ lipidow w watrobie,
tkance mozgowej oraz okr¢znicy badanych szczurow
[31]. Ketokonazol inhibowat réwniez peroksydacje li-
pidow w mikrosomach, indukowang przez uktad Fe(III)
ADP/NADPH. Ponadto autorzy ci testowali inne leki
przeciwgrzybicze, tj. mikonazol i klotrimazol, wykazu-
jac, ze leki te w sposob znikomy hamuja peroksydacje
lipidow. Potwierdza to wyniki uzyskane w niniejszej
pracy dla mikonazolu wyjsciowego, ktory nie wyka-
zywal dziatania redukujacego w stosunku do rodnika
DPPH. Kus i wsp. [32] rowniez udowodnili antyoksy-
dacyjne wilasciwosci niektorych pochodnych benzimi-
dazolowych [32]. Sposréd testowanych przez nich 12
zwiazkow 3 wykazywaly wlasciwosci antyoksydacyj-
ne, co bezposrednio przektadato si¢ na ich lepsze wtas-
ciwosci przeciwgrzybicze.

Z przeprowadzonych w niniejszym eksperymencie
badan wynika, ze w przypadku ketokonazolu oraz mi-
konazolu, czyli pochodnych imidazolowych, po 24-go-
dzinnym dziataniu promieniowania UV C nastapito po-
lepszenie wtasciwosci antyoksydacyjnych tych lekow.
Podobng zalezno$¢ zarejestrowali Stanjek-Cichoracka
i wsp. [33] dla rapamycyny, mikofenolanu mofetynu,
cisplatyny oraz takrolimusu. Po zadziataniu czynnika
w postaci promieniowania ultrafioletowego obserwo-
wano polepszenie wlasciwosci antyoksydacyjnych
w poréwnaniu z probkami wyjsciowymi. Moze to wy-
nika¢ z fotolitycznego dziatania promieniowania UVC
na ketokonazol i mikonazol [12,13]. W wyniku promie-
niowania ultrafioletowego w lekach tych doszto praw-
dopodobnie do rozerwania wigzan chemicznych i utwo-
rzenia wolnych rodnikéw [12,13,14]. Rezultatem tego
mogta by¢ szybsza rekombinacja z modelowym rodni-
kiem DPPH, co manifestowalo si¢ obnizeniem warto-
Sci absorbancji, czyli polepszeniem wilasciwosci anty-
oksydacyjnych. Skiba i wsp. [34] wykazali, ze jednym
z produktow rozktadu ketokonazolu sa wolne rodniki.
Udowodnili ponadto, ze dodatek antyoksydantow do
wodnych formulacji ketokonazolu wptywal na wzrost
stabilno$ci leku i hamowat jego rozktad. W zwigzku
z tym wzrost zdolnosci antyoksydacyjnych ketokona-
zolu oraz mikonazolu poddanych dziataniu promie-
niowania UVC prawdopodobnie wynika z obecnos$ci
w lekach produktéow degradacji fotolitycznej w posta-
ci wolnych rodnikéw. To z kolei moze by¢ przyczyna
efektéw toksycznych w organizmie podczas farmako-
terapii takimi lekami [14,35,36].

Ketokonazol oraz mikonazol wykazywaty rowniez
réznice w badaniach kolorymetrycznych. Pochodne
imidazolu poddane dziataniu czynnika UVC przez jed-
ng dobe cechowaly si¢ zmianami w uktadzie CIE Lab
w porownaniu z lekami wyjsciowymi. Otrzymane
widma absorbancji UV w zakresie dlugosci fali 200—
—380 nm byly odmienne dla tych lekow przed ekspozy-
cja na promieniowanie ultrafioletowe i po. Otrzymane
z badan kolorymetrii oraz spektrofotometrii UV wyniki
moga wskazywac na zmiany zachodzace w ketokona-
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singlet oxygen are formed during climbazole photode-
gradation [38]. DaSilvaJP.etal. also proved in their rese-
arch the degrading effect of UVC and UVA radiation on
drugs belonging to the azole group, i.e. triadimefon and
triadimenol [39]. In the case of these compounds, free
radicals were the photodegradation product as well [39].
In their research, Ahmed S. et al. observed the suscepti-
bility of aqueous solutions containing sodium sulfacet-
amide to UV radiation [40]. The researchers observed
a change in the colour of preparations stored within re-
ach of ultraviolet radiation [40]. Using chromatography,
they demonstrated that the sulfacetamide preparation
decomposed with first order kinetics during its storage
in the presence of UV radiation [40]. They found that
the addition of antioxidant substances to sulfacetamide
drops inhibits the decomposition process, which indica-
tes that free radicals are formed in the drug during the
photodegradation process [40].

In the conducted research, fluconazole was characteri-
sed by the highest stability. After 24-hour exposure to
UV radiation, no significant differences or changes in
the CIE Lab parameters (Tab. II), nor in the UV absor-
bance spectrum (Fig. 9¢), were noted. The interaction
kinetics of fluconazole with the DPPH free radical did
not change, compared to the initial drug, after exposure
to UVC radiation (Fig. 7). This proves the lack of antio-
xidant properties of fluconazole (Fig. 8).

CONCLUSIONS

The following conclusions can be drawn from the stu-
dies conducted using ultraviolet—visible spectroscopy
(UV-Vis) and colourimetry:

1. Among the tested antifungal azole derivatives drugs,
only ketoconazole had antioxidant properties.

2. UVC radiation increased the ability to reduce the
DPPH free radical in the case of ketoconazole and
miconazole. This may indicate the photolysis of the-
se drugs under the influence of ultraviolet radiation.

3. For ketoconazole and miconazole exposed to UVC
radiation, some differences in the CIE Lab parame-
ters and UV absorbance spectra were observed.

4. Fluconazole was characterised by the highest stabi-
lity to UVC radiation among the tested antifungal
drugs. No significant differences in the CIE Lab pa-
rameters, UV absorbance spectra or interaction kine-
tics with the model DPPH radical were observed for
fluconazole exposed to UVC radiation.

5. Ketoconazole and miconazole should be stored out
of reach of ultraviolet radiation.

6. Patient exposure to sunlight during the application of
preparations containing ketoconazole and miconazo-
le is not recommended.
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zolu oraz mikonazolu pod wplywem promieniowania
ultrafioletowego. Badania Staub 1 wsp. [37] wykazaty,
ze ketokonazol jest podatny na rozktad pod wptywem
promieniowania UVA oraz UVC. Wspomniani autorzy
zaproponowali przechowywanie tego leku bez dostgpu
do $wiatta. Fotodegradacyjny wpltyw promieniowania
UVC (A =254 nm) na klimbazol, lek przeciwgrzybiczy
nalezacy do grupy azoli, udowodnili Liu i wsp. [38],
wykazujac, ze podczas fotodegradacji klimbazolu po-
wstajg rodniki (OH*, O;)i tlen singletowy. Rowniez
Da Silva i wsp. [39] udowodnili degradacyjny wptyw
promieniowania UVC i UVA na leki z grupy azoli, tj.
triadimefon i triadimenol; w przypadku tych zwiazkéw
produktem fotodegradacji rowniez byly wolne rodniki.
Ahmed i wsp. [40] zaobserwowali wrazliwos¢ — zmia-
n¢ zabarwienia — wodnych roztworéow zawierajacych
sulfacetamid sodu na promieniowanie ultrafioletowe.
Za pomoca chromatografii wykazali, ze preparat sulfa-
cetamidu w trakcie przechowywania w obecnosci pro-
mieniowania UV ulega rozktadowi z kinetyka I rzedu.
Zauwazyli, ze dodatek substancji antyoksydacyjnych
do kropel z sulfacetamidem hamuje proces rozktadu, co
swiadczy, ze w leku podczas fotodegradacji powstaja
wolne rodniki [40].

Najwicksza stabilnoscia w przeprowadzonych bada-
niach charakteryzowat si¢ flukonazol. Po 24-godzinnej
ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe nie zare-
jestrowano istotnych réznic ani w zmianie parametrow
CIE Lab, ani w widmie absorbancji UV. Kinetyka od-
dziatywania flukonazolu z wolnym rodnikiem DPPH
po ekspozycji na promieniowanie UVC nie ulegta zmia-
nie w poréwnaniu z lekiem wyjsciowym. Swiadczy to
o braku zdolnosci antyoksydacyjnych flukonazolu.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania z zastosowaniem spektrosko-
pii UV-Vis oraz kolorymetrii pozwalajg wyciagna¢ na-
stepujace wnioski.

1. Sposrod badanych lekow przeciwgrzybiczych po-
chodnych azoli tylko ketokonazol mial wlasciwosci
antyoksydacyjne.

2. Promieniowanie UVC zwigkszato zdolnos¢ do re-
dukcji wolnego rodnika DPPH w przypadku keto-
konazolu oraz mikonazolu, co moze §wiadczy¢ o fo-
tolizie tych lekow.

3. Dla ketokonazolu oraz mikonazolu poddanych dzia-
faniu promieniowania UVC zaobserwowano rdznice
w parametrach CIE Lab oraz w widmach absorban-
cji UV.

4. Sposrod badanych lekow przeciwgrzybiczych fluko-
nazol cechowal si¢ najwigksza stabilnoscia na pro-
mieniowanie UVC. Nie zaobserwowano tez istot-
nych réznic w parametrach CIE Lab, widmie absor-
bancji UV oraz w kinetyce oddzialywania z modelo-
wym rodnikiem DPPH.

5. Ketokonazol i mikonazol powinny by¢ przechowy-
wane w miejscu uniemozliwiajacym ekspozycje na
dziatanie promieniowania ultrafioletowego.
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