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PRACA ORYGINALNA ”

Zastosowanie spektroskopii EPR do badania
wolnych rodnikow generowanych termicznie
w drotawerynie

Application of EPR spectroscopy for examination
of thermally formed free radicals in drotaverine

Pawet Ramos, Barbara Pilawa, Maciej Adamski

STRESZCZENIE

WSTEP

Leki wymagaja usunigcia drobnoustrojow podczas ich produkcji, jednak procesy
sterylizacji nie powinny generowaé¢ wolnych rodnikow. Zbadano wolne rodniki
w drotawerynie. Sprawdzono, czy sterylizacja termiczna moze by¢ w tym przy-
padku stosowana.

MATERIALY | METODY

Zbadano drotaweryne ogrzewang w 160°C metoda EPR. Wyznaczono koncen-
tracje wolnych rodnikéw, okreslono sposob ich rozmieszczenia w ogrzanej prob-
ce, ztozono$¢ uktadu wolnorodnikowego oraz oddziatywania magnetyczne spin-
spin. Zbadano roéwniez zmiany koncentracji wolnych rodnikow w drotawerynie
podczas przechowywania leku po sterylizacji. Warunki sterylizacji termicznej
wybrano zgodnie z obowiazujacymi normami farmakopealnymi. Lek sterylizo-
wano suchym goracym powietrzem.

WYNIKI

Nie uzyskano linii EPR dla drotaweryny przed sterylizacja. Wykazano, ze dro-
taweryna po sterylizacji termicznej w temp. 160°C zawiera wolne rodniki i wy-
kazuje widma EPR. Koncentracja wolnych rodnikow w drotawerynie zmienia si¢
wraz z czasem przechowywania leku po obrobce termicznej. Za efekt ten odpo-
wiadaja prawdopodobnie oddziatywania z tlenem. Wolne rodniki w drotawery-
nie rozmieszczone sg jednorodnie, poniewaz zaobserwowano charakterystyczne
dla tego przypadku zaleznosci amplitudy i szerokosci linii EPR od mocy mikro-
falowej. Wolne rodniki w drotawerynie sg potozone blisko siebie i silnie oddzia-
tuja dipolowo, co powoduje poszerzenie widm EPR. Ciagle nasycenie mikrofa-
lowe widm EPR wykazalo, ze w drotawerynie sterylizowanej termicznie zacho-
dza wolne procesy relaksacji spin-sie¢. Ksztalt widm EPR i parametry asymetrii
testowanego leku zmieniaja si¢ wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej, co wska-
zuje na ztozony charakter uktadu wolnych rodnikéw w probce.
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WNIOSKI

Drotaweryna nie powinna by¢ sterylizowana termicznie ze wzgledu na generowanie wolnych rodnikéw. Uzy-
skane rezultaty potwierdzily przydatno$¢ spektroskopii EPR do badania lekoéw sterylizowanych termicznie. Me-
toda EPR moze by¢ wykorzystana jako uzupetnienie testow mikrobiologicznych.

SEOWA KLUCZOWE
drotaweryna, wolne rodniki, termoliza, spektroskopia EPR

ABSTRACT

INTRODUCTION

Microorganisms should be removed from drugs during their production, however, sterilization processes should
not produce free radicals. Free radicals in drotaverine were studied. The applicability of thermal sterilization for
drotaverine was investigated.

MATERIAL AND METHODS

Drotaverine heated to 160°C was examined by the EPR method. Free radical concentration, their distribution in
the sample, the complex character of the free radical system and magnetic spin-spin interactions in the drug were
determined. Changes in the free radical concentration in drotaverine during storage after sterilization also were
examined. The sterilization conditions were chosen according to pharmakopeal norms. The analysed drug was
sterilized in dry hot air.

RESULTS

EPR lines were not obtained for drotaverine before sterilization. It was demonstrated that drotaverine after ther-
mal sterilization at temperature 160°C contains free radicals and exhibits EPR spectra. The free radical concen-
tration in drotaverine changes with storage time after thermal treatment. Interactions with oxygen are probably
responsible for this effect. The free radicals are homogeneously distributed in drotaverine since characteristic
correlations between the amplitudes and linewidths of the EPR lines and microwave power were observed. The
free radicals are closely located to one another in drotaverine and they strongly interact in a dipolar manner,
which cause broadening of the EPR spectra. Continuous microwave saturation of the EPR spectra revealed that
slow spin-lattice relaxation processes occur in thermally sterilized drotaverine. The shape of the EPR spectra and
asymmetry parameters of the test drug change with increasing microwave power, indicating the complex nature
of the free radicals in the sample.

CONCLUSIONS

Drotaverine should not be thermally sterilized because of free radical formation. The obtained results confirmed
the usefulness of EPR spectroscopy to examine thermally sterilized drugs. The EPR method may be used as
a supplement to microbiological tests.

KEY WORDS
drotaverine, free radicals, thermolysis, EPR spectroscopy

try okresla Farmakopea Polska [5,6]. Zgodnie z Far-
makopea, sterylizacja termiczna zapewniajaca uzy-
skanie jalowego produktu powinna by¢ wykonywana
w temp. 160, 170 lub 180°C, za$ minimalny zalecany
czas ogrzewania w tych temperaturach wynosi odpo-

WSTEP

Sterylizacja termiczna suchym goracym powietrzem
jest jedng z metod wyjatawiania dopuszczalng w przy-

padku lekéw odpornych termicznie [1,2,3,4,5,6]. Pro-
ces ten jest prowadzony w celu uzyskania czystosci
mikrobiologicznej leku [1,2,3,4], a warunki i parame-

wiednio: 120, 60 i 30 min [5,6]. Dla wielu lekoéw,
szczegblnie podawanych pozajelitowo, prawdopodo-
bienstwo znalezienia mikroorganizmow  (sterility
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assurance level — SAL; wymagany poziom jalowosci)
po sterylizacji nie powinno byé wigksze od 10
[1,2,3,4].

Lek stosowany w terapii medycznej nie powinien
zawiera¢ wolnych rodnikow , tj. czasteczek zawieraja-
cych niesparowane elektrony [7,8,9]. Wolne rodniki
moga powodowa¢ modyfikacje struktur tkankowych,
gdyz jako uktady paramagnetyczne sa przewaznie
aktywne chemicznie. Z uwagi na bezpieczenstwo
substancji leczniczej wzglgdem organizmu cztowieka
nalezy przed aplikowaniem usuna¢ z niej drobnoustro-
je w sposob niepowodujacy zmian w strukturze che-
micznej, a takze nieprzyczyniajacy si¢ do produkcji
wolnych rodnikéw wskutek zrywania wigzan che-
micznych.

Wolne rodniki mogg by¢ badane za pomoca spektro-
skopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR) [7,8,9,10,11,12,13,14,15], polegajacego na
absorpcji przez niesparowane elektrony probki
umieszczonej w polu magnetycznym promieniowania
mikrofalowego o czestotliwosci odpowiednio dopa-
sowanej do ich poziomdéw energetycznych [11,12,
13,14,15]. W polu magnetycznym poziomy energe-
tyczne niesparowanych elektronéw ulegaja rozszcze-
pieniu w wyniku efektu Zeemana [11]. Niesparowane
elektrony przechodza na wyzsze poziomy po uzyska-
niu energii w postaci energii fal elektromagnetycz-
nych. Najczgéciej wykorzystywanymi w badaniach
EPR falami, wywolujacymi absorpcj¢ w probce para-
magnetycznej, sa mikrofale o czgstotliwosci 9,3 GHz
zpasma X [15]. Metoda EPR stuzy do wyznaczania
koncentracji wolnych rodnikéw w probce, ich rodzaju
oraz oddziatywan magnetycznych typu spin-spin
i spin-sie¢ [7,8,9,10,11,12,13,14,15].

Spektroskopia EPR stosowana jest w farmacji do
badania wolnych rodnikéw w substancjach leczni-
czych po sterylizacji termicznej [16,17,18,19,20,21,
22,23,24] 1 radiacyjnej [25,26,27], sterylizowanych
zi6t o wihasciwosciach leczniczych [28], kompleksow
melanin z lekami [29,30,31,32,33,34,35] oraz oddzia-
tywan lekow diamagnetycznych z wolnymi rodnikami
[8,9,10,36].

Celem niniejszej pracy jest zbadanie metoda EPR
wlasciwos$ci 1 koncentracji wolnych rodnikow gene-
rowanych w drotawerynie podczas sterylizacji ter-
micznej w temp. 160°C i w czasie 120 min. Okre$lono
takze wplyw czasu przechowywania po sterylizacji
na wolne rodniki w leku.

Wolne rodniki generowane w drotawerynie podczas
sterylizacji termicznej suchym goracym powietrzem
nie byly wczesniej badane. Drotaweryna po steryliza-
cji nie powinna zawiera¢ wolnych rodnikéw lub ich
koncentracja w leku nie powinna by¢ wysoka. Ma to
szczegoblnie istotne znaczenie przy podawaniu pozaje-
litowym, kiedy lek bezposrednio kontaktuje si¢
z tkankami. W przypadku stwierdzenia duzej zawarto-
$ci wolnych rodnikow w drotawerynie poddanej ob-

rébee termicznej lek nalezatoby sterylizowa¢ innymi
metodami, np. radiacyjnie promieniowaniem gamma
[1,2,3].

MATERIALY | METODY

Badany lek
W pracy zastosowano metod¢ EPR. Drotaweryna — 1-
-(3,4-dietoksybenzylideno)-6,7-dietoksy-1,2,3,4-tetra-

hydroizochinolina — jest pochodng papaweryny [37].
Strukture chemiczng drotaweryny ilustruje rycina 1

[37].
HC._O
NH
HC o |
HC
>

H.C

Ryc. 1. Struktura chemiczna drotaweryny [37].
Fig. 1. Chemical structure of drotaverine [37].

Chlorowodorek drotaweryny stosowany w lecznictwie
wykazuje dziatanie rozkurczowe, hamujace skurcze
miegs$ni gladkich przewodu pokarmowego, drog zol-
ciowych oraz uktadu moczowo-piciowego [38,39,
40,41]. Lek ten rozszerza naczynia mézgowe i wien-
cowe [40,41]. Jest metabolizowany w watrobie [40,
41]. Stosuje si¢ go w: stanach chorobowych powodu-
jacych skurcz migsni gladkich, zapaleniu drég zoétcio-
wych, pecherzyka zotciowego, kamicy drég zotcio-
wych 1 kolki zélciowej, zapaleniu drog moczowych,
miedniczek nerkowych, kamicy drog moczowych
i nerek, bolesnym parciu na mocz, kolce watrobowej
i jelitowej, zespole jelita wrazliwego, zaparciach
i wzdeciach spowodowanych skurczami jelit, zapale-
niu zotadka, jelit, okreznicy i trzustki, chorobie wrzo-
dowej zotadka i dwunastnicy, bolesnych skurczach
towarzyszacych menstruacji, akcji porodowej, zapale-
niu jajowodow 1 jajnikow [38,39,40,41]. Jest lekiem
pomocniczym w chorobie wiencowej oraz przy skur-
czach naczyn powodujacych bole glowy [38,39,
40,41]. Podaje si¢ go w postaci tabletek lub roztwo-
réw [40,41], czyli doustnie, podskdrnie, domigsniowo
lub dozylnie [40,41].

Drotaweryng zakupiono w Firmie SIGMA-ALDRICH,
a stopien jej czystosci wynosit 98%.



WOLNE RODNIKI W DROTAWERYNIE

Sterylizacja termiczna leku

Drowateryng sterylizowano termicznie w suchym
gorgcym powietrzu w temperaturze 160°C, a czas
ogrzewania wynosit 120 minut. Warunki i parametry
sterylizacji wybrano sposréd zalecanych w Farmako-
pei Polskiej [5,6]. Sterylizacje przeprowadzono
w suszarce typu SML Firmy ZALMED z termoobie-
giem powietrza.

Pomiary i analiza widm EPR

Warunki aparaturowe pomiarow widm EPR

Badania wolnych rodnikow w drotawerynie wykona-
no spektrometrem elektronowym rezonansu parama-
gnetycznego (EPR) Firmy RADIOPAN (Poznan)
o czgstotliwosci  promieniowania  mikrofalowego
z pasma X (9.3 GHz). Doktadng wartos¢ czestotliwo-
$ci mikrofal mierzono detektorem MCM 101 Firmy
EPRAD (Poznan). Modulacja pola magnetycznego
wynosita 100 kHz, a widma EPR rejestrowano
w postaci pierwszej pochodnej absorpcji. Do nume-
rycznej akwizycji danych zastosowano potaczony ze
spektrometrem blok RAPID SCAN UNIT Firmy
JAGMAR (Krakow).

Moc promieniowania mikrofalowego wytwarzanego
przez klistron spektrometru wynosita 70 mW. Widma
EPR  mierzono przy mocach mikrofalowych
z zakresu 2,2-70 mW. Moc mikrofal zmieniano
przez regulacje¢ ttumienia do 15 dB. Moc promienio-
wania mikrofalowego stosowanego podczas pomiaru
widm EPR obliczono wedlug wzoru [11,12,13,
14,15]:

thumienie (dB) = 10 1 g (My/M)
gdzie:

(1

M, — moc mikrofalowa wytwarzana przez klistron (70 mW),
M — moc mikrofalowa stosowana podczas pomiaru widma
EPR.

Widma EPR mierzono w polach magnetycznych
o indukcji okoto 335 mT, czyli w zakresie wolnorod-
nikowym. W innych polach magnetycznych nie ob-
serwowano sygnalow EPR. Indukcj¢ magnetyczna B
mierzono magnetometrem jadrowym firmy RADIO-
PAN (Poznan).

Analizowane parametry widm EPR

Analizowano amplitude (A [j.wzgl.]) (ryc. 9), a takze
szeroko$¢ linii (AB,, [mT]), intensywno$¢ integralng
linii (I [j.wzgl.]) oraz wspotczynnik rozszczepienia
spektroskopowego g. Parametry te zostaty pokazane na
przyktadowym widmie EPR (ryc. 2).

B,mm

A liwzgl]

AB, [mT]

P

Ryc. 2. Amplituda (A), szeroko$¢ linii (AByp) oraz rezonansowa indukcja
magnetyczna B;.

Fig. 2. Amplitude (A), line width (ABpp) and resonant magnetic induc-
tion Br.

Doktadno$¢ wyznaczonych parametréw linii EPR wy-
nosita + 0,01 [j.wzgl.] dla amplitudy, + 0,02 [mT] dla
szerokosci linii, + 0,02 [j.wzgl.] dla intensywnosci oraz
+ 0,0002 dla wspotczynnika rozszczepienia spektro-

skopowego g.
Do analiz spektroskopowych zastosowano programy
komputerowe firm JAGMAR (Krakow) oraz

LabVIEW 8.5 National Instruments.

Amplituda (A) i intensywnos¢ integralna (I) linii EPR
zalezg od koncentracji wolnych rodnikéw w probce
i rosng ze wzrostem jej wartosci [11,12,13,14,15].
Intensywno$¢ integralna (I) linii pierwszej pochodnej
jest uzyskiwana przez jej 2-krotne catkowanie. Szero-
kos¢ (AB,,) linii EPR zaleZy od oddziatywafh magne-
tycznych w probee, jej warto$¢ rosnie ze wzrostem
oddzialywan dipolowych mi¢dzy wolnymi rodnikami,
zachodzacych przy mniejszych odleglosciach miedzy
nimi [11,12,13,14,15].

Wyznaczono rodzaj poszerzenia linii EPR drotawery-
ny, okre$lajac wptyw mocy mikrofalowej (2,2—
—70 mW) na amplitud¢ i szeroko$¢ jej linii EPR.
W przypadku linii poszerzonej jednorodnie amplituda
po osiagnig¢ciu warto$ci maksymalnej maleje, a szero-
ko$¢ linii ro$nie ze wzrostem mocy mikrofalowej [15].
Dla linii poszerzonej niejednorodnie amplituda po
osiggnigciu wartosci maksymalnej utrzymuje statg
warto$¢, niezaleznie od mocy mikrofalowej, a szero-
ko$¢ linii jest jednakowa dla réznych mocy mikrofa-
lowych [15].

Oceniono szybko$¢ proceséw relaksacji spin-sie¢
w drotawerynie, badajagc zmiany amplitudy linii EPR
ze wzrostem mocy mikrofalowej. Zgodnie z teorig
elektronowego rezonansu paramagnetycznego, dla
wolnych procesow relaksacji spin-sie¢ linie EPR na-
sycaja si¢ przy niskich mocach mikrofalowych [11,
12,15]. Linia EPR nasyca si¢, gdy amplituda linii
maleje ze wzrostem mocy mikrofalowe;.
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Wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g
zalezy od lokalizacji niesparowanych elektronow
w wolnych rodnikach [11,12,15]. Wspoélczynnik g
wyznaczono wprost z warunku rezonansu wedtug
wzoru [15]:

g = hv/ugB, 2)
gdzie:
h — stata Plancka,
v — czgstotliwo$¢ promieniowania mikrofalowego,

ug — magneton Bohra,
B, — rezonansowa indukcja magnetyczna.

Wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g nie
zalezy od mocy mikrofalowej, gdyz jest zwiazany
tylko z rodzajem wolnego rodnika [11,12,13,14,15].
Rezonansowa indukcja magnetyczna B, nie zmienia
si¢ w miar¢ wzrostu mocy mikrofalowe;.

Parametry ksztaltu widm EPR

W pracy analizowano takze ksztalt widm EPR drota-
weryny. Zbadano asymetri¢ linii EPR zarejestrowa-
nych w zakresie mocy mikrofalowych 2,2-70 mW.
Dla widm EPR drotaweryny zmierzonych przy réz-
nych mocach mikrofalowych wyznaczono parametry
ksztaltu: A, A, By 1B, (ryc. 3).

A,

B,

Ryc. 3. Analizowane parametry ksztattu widm EPR: A1, Az, B1 i B.

Fig. 3. Analyzed shape parameters of EPR spectra: A1, Az, B1 i Ba.

Nastepnie obliczono wartosci parametrow asymetrii
widm EPR: Al-Az, Al/Az, Bl-Bz oraz B]/Bz. Spraw—
dzono, czy parametry asymetrii widm EPR drotawe-
ryny zaleza od mocy mikrofalowej. Ksztalt widma
EPR =zalezy od mocy mikrofalowej dla probek,
w ktorych wystepuje kilka rodzajéw wolnych rodni-
kow [11,12,15].

Koncentracja wolnych rodnikéw w prébce

Koncentracje wolnych rodnikow w drotawerynie
wyznaczono poroéwnujac parametry jej widma EPR
z parametrami widm EPR wzorca. Jako wzorzec kon-
centracji zastosowano ultramaryn¢ — glinokrzemian
sodowy zawierajacy siarke (ryc. 4a). Jako wzorzec
pomocniczy  wykorzystano  krysztal rubinu —
— ALO;:Cr’ (ryc. 4b). Koncentracje wolnych rodni-
kéw (N) w drotawerynie sterylizowanej termicznie
obliczono wedtug wzoru: [15]:

N= nu(IpAruWu)/ (IuArprm) (3 )
gdzie:
n, — liczba centrow paramagnetycznych w ultramarynie
(n,=1,2 x 10" spin),
I, I, — intensywno$¢ integralna linii EPR leku i ultrama-
ryny,

Ay, Ay — amplituda linii EPR rubinu rejestrowanej przy tym
samym wzmocnieniu dla leku i ultramaryny w re-

zonatorze,
W, W, — wzmocnienie linii EPR leku i ultramaryny,
m — masa badanej probki.

Mase leku wyznaczono za pomocg wagi Firmy Sartorius.
Koncentracj¢ wolnych rodnikéw (N) w drotawerynie
wyznaczono po 15 minuatch od sterylizacji termicz-
nej, a nastgpnie zbadano wptyw czasu przechowywa-
nia na koncentracj¢ wolnych rodnikéw w probcee,
dokonujac pomiaréw 7, 14 i 30 dni po wyjatawianiu.
Probki sterylizowanej drotaweryny przechowywano
w temperaturze pokojowej przy dostepie powietrza.

Ryc. 4. Stosowane wzorce: a — ultramaryna w rurce do pomiaréw widm EPR, b — krysztat rubinu umocowany na goniometrze.
Fig. 4. Applied models: a — ultramarine in tube for measurement of EPR spectra, b — ruby crystal mounted on goniometer.
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WYNIKI

Parametry widm EPR i koncentracja wolnych rod-
nikéw w drotawerynie sterylizowanej termicznie

Metoda EPR potwierdzono czysto$¢ paramagnetyczna
niesterylizowanej drotaweryny. Wykazano, ze probka
wybrana do badan nie zawierata zanieczyszczen pa-
ramagnetycznych oraz defektow strukturalnych sieci.
Przed ogrzewaniem nie obserwowano sygnalow EPR,
stwierdzono natomiast, ze wolne rodniki generowane
sg w drotawerynie w procesie sterylizacji termicznej
w suchym gorgcym powietrzu, przeprowadzonej
w temp. 160°C w czasie 120 min. Dla drotaweryny
sterylizowanej termicznie zarejestrowano widma EPR
przy wszystkich stosowanych mocach mikrofalowych,
czyli od 2,2 do 70 mW. Widmo EPR drotaweryny
potraktowanej termicznie, zarejestrowane przy niskiej
mocy mikrofalowej wynoszacej 2,2 mW, przedstawia
rycina 5. Wyznaczony z widma wspolczynnik roz-
szczepiania spektroskopowego g dla drotaweryny
wynosi 1,9899 i jest typowy dla wolnych rodnikow
organicznych.

325 B [mT] 345

Ryc. 5. Widmo EPR drotaweryny sterylizowanej termicznie
w temperaturze 160°C przez 120 minut. Pomiar wykonano po 15
minutach od ogrzewania probki, a stosowana moc mikrofalowa wynosita
22 mW. B - indukcja pola magnetycznego wytwarzanego przez
elektromagnes.

Fig. 5. EPR spectrum of drotaverine thermally sterilized at 160°C for 120
minutes. Measurement was performed 15 minutes after heating
of sample and applied microwave power was 2.2 mW. B - induction

of magnetic field generated by electromagnet.

Stwierdzono, ze parametry widm EPR drotaweryny
zalezg od czasu przechowywania leku po sterylizacji
termicznej. Wplyw czasu przechowywania leku na
amplitude (A), szeroko$¢ (ABy,) i intensywno$¢ inte-
gralng (I) linii EPR ilustruje rycina 6, ujmujaca warto-
$ci wymienionych parametrow widm EPR dla pomia-
row wykonanych w dniu sterylizacji termicznej dro-
taweryny oraz 7, 14 i 30 dni po tym procesie.

Najmniejsza amplitude linii EPR drotaweryny steryli-
zowanej termicznie zaobserwowano po przechowy-
waniu probki przez 14 i1 30 dni, a najwigkszg w dniu
sterylizacji, po 15 min od ogrzewania leku (ryc. 6a).
Najmniejsza szeroko$¢ linii EPR charakteryzuje wid-
mo drotaweryny po 15 min od sterylizacji termicznej,

a najwicksza po 7 dniach od ogrzewania (ryc. 6b).
Wszystkie linie EPR drotaweryny, niezaleznie od
czasu przechowywania leku, s szerokie, co wskazuje
na silne oddziatywania dipolowe w probce. Najmniej-
sza intensywnos¢ integralna linii EPR drotaweryny
jest obserwowana po przechowywaniu sterylizowanej
probki przez 14 1 30 dni, a najwieksza po 7 dniach od
ogrzewania leku (ryc. 6¢).
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Ryc. 6. Wplyw czasu przechowywania leku na: a — amplitude (A), b —
szeroko$¢ (ABy) oraz ¢ - intensywnos$¢ integralng (I) lini EPR
drotaweryny sterylizowanej termicznie. Dane dla widm EPR
zarejestrowanych przy mocy mikrofalowej 2,2 mW.

Fig. 6. Influence of drug storage time on: a — amplitude (A), b — line width
(AByp) and c - integral intensity (I) EPR line of thermally sterilized
drotaverine. Data for EPR spectra recorded at microwave power
of 2.2 mW.
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Zmiany koncentracji (N) wolnych rodnikéw z czasem
przechowywania drotaweryny po sterylizacji termicz-
nej ilustruje rycina 7. Koncentracja wolnych rodnikow
w drotawerynie osigga najwigksza wartos¢ po 7
dniach od sterylizacji termicznej, a najmniejsza po 14
i 30 dniach od wyjatawiania w suchym gorgcym po-
wietrzu.
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Ryc. 7. Wptyw czasu przechowywania leku na koncentracje wolnych
rodnikéw (N) w drotawerynie sterylizowanej termicznie.

Fig. 7. Effect of drug storage time on concentration of free radicals (N) in
thermally sterilized drotaverine.

Wplyw mocy mikrofalowej na amplitude i szerokosé
linii EPR drotaweryny sterylizowanej termicznie

Parametry linii EPR drotaweryny sterylizowanej ter-
micznie zmieniaja si¢ ze wzrostem mocy mikrofalo-
wej uzytej do pomiaru widm. Wplyw mocy mikrofa-
lowej na amplitude (A) i szeroko$¢ (AB,,) linii EPR
drotaweryny prezentuje rycina 8, wyniki dotycza
pomiaréw wykonanych w dniu sterylizacji w zakresie
mocy mikrofalowych 2,2-70 mW.

Amplituda (A) linii EPR drotaweryny ogrzanej w temp.
160°C przez 120 min ro$nie ze wzrostem mocy mikrofa-
lowej, osiaga warto$¢ maksymalna i nastgpnie maleje
(ryc. 8a). Nasycenie mikrofalowe linii EPR drotaweryny
wystepuje przy niskich mocach mikrofalowych, wigc
w testowanym leku zachodza wolne procesy relaksacji
spin-sie¢. Zmiany amplitudy linii EPR drotaweryny wraz
ze stosowang mocg mikrofalowa sa charakterystyczne
dla linii poszerzonych jednorodnie.

Szeroko$¢ (ABy,) linii EPR drotaweryny sterylizowa-
nej termicznie w temp. 160°C przez 120 min ro$nie ze
wzrostem mocy mikrofalowej (ryc. 8b). Zmiany sze-
rokosci linii EPR s3 nie duze — rzedu kilku setnych
mT. Zalezno$¢ ta jest typowa dla linii poszerzonych
jednorodnie.

Wplyw mocy mikrofalowej na ksztalt widm EPR
drotaweryny sterylizowanej termicznie

Wykazano, ze ksztalt widm EPR drotaweryny steryli-
zowane] termicznie zalezy od mocy mikrofalowej

stosowanej podczas pomiaru sygnatow. Wszystkie
testowane parametry asymetrii linii EPR drotaweryny
(Al-Az, A]/Azg Bl-Bz’ B]/Bz) ZaleZq od mocy
mikrofalowej. Zmiany analizowanych parametréw
asymetrii widm EPR drotaweryny wraz ze wzrostem
mocy mikrofalowej ilustrujg ryciny 9 i 10.

Parametr asymetrii Aj-A, (ryc. 9a) oraz Aj/A;
(ryc. 9b) wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej wyka-
zuje tendencj¢ spadkowa (ryc. 9a). Parametr
B,-B;, wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej zmienia
si¢ nieregularnie, bez wyraznej tendencji przyrostu
lub spadku, jednak brak jego statej wartosci jest
wyraznie widoczny (ryc. 10a). Parametr B;/B,
w miar¢ wzrostu mocy mikrofalowej wykazuje nieco
stabsze zmiany (ryc. 10b). Zmiana parametrow asy-
metrii linii EPR drotaweryny wskazuje na wystepo-
wanie w ogrzanym leku kilku rodzajow wolnych
rodnikow.
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Ryc. 8. Wplyw mocy mikrofalowej (M/Mo) na: a — amplitude (A),
b — szerokos¢ (AByp) linii EPR drotaweryny sterylizowanej termicznie.
M - moc mikrofalowa stosowana podczas pomiaru widma EPR,
Mo — maksymalna moc mikrofalowa (70 mW).

Fig. 8. Effect of microwave power (M/Mo) on: a — amplitude (A) and
b - EPR line width (ABp) of thermally sterilized drotaverine.
M - microwave power used during measurement of EPR spectra,
Mo — maximum microwave power (70 mW).
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Ryc. 9. Wptyw mocy mikrofalowej (M/Mo) na parametry: a — As-Az oraz
b— A4/Az linii EPR drotaweryny sterylizowanej termicznie. M — moc
mikrofalowa stosowana podczas pomiaru widma EPR, Mo — maksymalna
moc mikrofalowa (70 mW).

Fig. 9. Effect of microwave power (M/Mo;) on parameter: a — As-Az
and b - Ai/A2 in EPR line of thermally sterilized drotaverine.
M - microwave power used during measurement of EPR spectra,
Mo — maximum microwave power (70 mW).

Ryc. 10. Wptyw mocy mikrofalowej (M/Mo) na parametry: a — B+-B2 oraz
b— B4/B2 lini EPR drotaweryny sterylizowanej termicznie. M — moc
mikrofalowa stosowana podczas pomiaru widma EPR, M, — maksymalna
moc mikrofalowa (70 mW).

Fig. 10. Effect of microwave power (M/Mo) in the parameter: a — B+-Bz
and b - Bi/B2 in EPR line of thermally sterilized drotaverine.
M - microwave power used during measurement of EPR spectra,
Mo — maximum microwave power (70 mW).

DYSKUSJA

Badania drotaweryny z wykorzystaniem spektroskopii
EPR wykazaty, ze dziatlanie na diamagnetyczny lek
suchym gorgcym powietrzem o temp. 160°C przez
120 min powoduje zrywanie wigzan chemicznych
oraz powstawanie wolnych rodnikow, co nadaje prob-
ce wilasciwosci paramagnetyczne. Dla leku wyjscio-
wego przed sterylizacjg termiczng nie obserwowano
sygnatéw EPR, natomiast dla leku poddanego obrobce
termicznej pojawiaty si¢ linie EPR w wyniku absorp-
cji promieniowania mikrofalowego przez niesparowa-
ne elektrony umieszczone w polu magnetycznym
elektromagnesu spektrometru.

W niniejszej pracy po raz pierwszy przedstawiono
wilasciwosci  wolnych rodnikdéw w drotawerynie
ogrzewanej termicznie.

Ogrzewana drotaweryna dawala silne sygnaly EPR
w polu magnetycznym oraz przy czgstotliwosci pro-
mieniowania mikrofalowego z pasma X (9,3 GHz)
o wartosciach charakterystycznych dla wolnych rod-
nikow o typowym wspdtczynniku rozszczepienia
spektroskopowego g bliskim 2,00 (ryc. 5). Niesparo-

wane elektrony w wolnych rodnikach drotaweryny sa
zlokalizowane na atomach wegla lub tlenu. Wolne
rodniki przy pomiarach spektroskopowych w pasmie
X daja linie EPR w polu magnetycznym o indukcji
magnetycznej 335 mT [11,12,13,14,15]. Nie stwier-
dzono w drotawerynie obecno$ci innych centrow
paramagnetycznych niz wolne rodniki. Badania spek-
troskopowe nie wykazaty absorpcji mikrofal w polach
magnetycznych o warto§ciach poza zakresem wolno-
rodnikowym.

Ogrzewanie drotaweryny w temp. 160°C powoduje
powstanie réznych rodzajéow wolnych rodnikéw w leku
w wyniku termolizy. Badania wptywu mocy mikrofalo-
wej na ksztalt widm EPR wykazaly, ze uktad wolnych
rodnikdéw sterylizowanej termicznie drotaweryny jest
ztozony, co jest wynikiem zrywania roznych wigzan
chemicznych w strukturze leku pod wptywem wyso-
kiej temperatury.

Widmo EPR drotaweryny jest superpozycja linii EPR
poszczegolnych wolnych rodnikow  wystepujacych
w probee leku. Zmiana mocy mikrofalowej powoduje
odmienne zmiany parametrow poszczegolnych linii
EPR pochodzacych od roznych rodzajow wolnych
rodnikow, a to odpowiada za zmiany asymetrii widma
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drotaweryny towarzyszace wzrostowi mocy mikrofa-
lowej (ryc. 91 10).

Ztozone uktady wolnorodnikowe znaleziono takze
w innych lekach sterylizowanych metodami termiczng
[16,17,18,19,20,21,22,23,24] i radiacyjna [25]. W in-
nych pracach [16,17,18,19,20,21,22,23,24] przedsta-
wiono tez analiz¢ parametrow ksztattu A;-A,, A/A,,
B,-B, oraz B/B, zmiany mocy mikrofalowej. Wil-
czynski [25] zastosowat analizy numeryczne ksztaltu
widm EPR za pomoca funkcji teoretycznych o ksztat-
cie Gaussa i Lorentza.

Ztozone widmo EPR zmienia ksztatt z moca mikrofa-
lowa, poniewaz niesparowane elektrony nalezace do
réznych rodzajow wolnych rodnikoéw oddaja zaabsor-
bowang energi¢ promieniowania mikrofalowego do
sieci molekularnej leku w innym czasie. Niesparowa-
ne elektrony o szybkich procesach relaksacji spin-sie¢
oddajg energi¢ w krotszym czasie niz elektrony
o wolnych procesach relaksacji spin-sie¢ [16,17,18].
Ztozone uklady wolnorodnikowe 1 asymetryczne
widma EPR stwierdzono wcze$niej dla antybiotykow
aminoglikozydowych i B-laktamowych, sterylizowa-
nych w suchym goracym powietrzu w temp. 160, 170
i 180°C [16]. Poszczegdlne leki roznity sie ksztaltem
widm EPR, warto$ciami parametrow asymetrii oraz
ich zmianami w miar¢ wzrostu mocy mikrofalowe;j.
Asymetryczne widma EPR przejawiaty takze leki
glikortykosteroidowe [17] oraz niektore leki stosowa-
ne w dermatologii [18] po sterylizacji termicznej row-
niez w temp. 160, 170 1 180°C.

Stosujac ciaglte wysycanie mikrofalowe linii EPR
wykazano, ze wolne rodniki w drotawerynie steryli-
zowanej termicznie sg rozmieszczone jednorodnie.
Amplituda (ryc. 8a) oraz szeroko$¢ (AB,, ryc. 8b)
linii EPR drotaweryny z mocg mikrofalowa zmieniaja
si¢ typowo dla jednorodnego rozmieszczenia wolnych
rodnikdw w probee. Jednorodne rozmieszczenie wol-
nych rodnikow w drotawerynie wskazuje na to,
ze powstawatly one podczas ogrzewania w catej obje-
tosci probki, a wigc warunki sterylizacji leku byty
prawidtowe 1 gorace powietrze oddziatywato na cala
probke. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, iz spektro-
skopia EPR moze by¢ uzyta do oceny prawidtowego
przebiegu procesu sterylizacji.

Linie EPR wolnych rodnikoéw drotaweryny sterylizo-
wanej termicznie nasycaja si¢ przy niskich mocach
mikrofalowych (ryc. 8a), co wskazuje na wolne proce-
sy relaksacji spin-sie¢ w leku. Wolne oddawanie zaab-
sorbowanej energii mikrofalowej przez niesparowane
elektrony wolnych rodnikow do sieci w drotawerynie
powoduje spadek amplitudy linii EPR przy zwicksza-
jacej si¢ mocy mikrofalowej w badanym zakresie
mocy 2,2-70 mW [11,12,15].

Sterylizacja termiczna testowanego leku suchym gorg-
cym powietrzem w temp. 160°C przez 120 min powo

duje generowanie wolnych rodnikéw, a ich koncentra-
cja jest wysoka, siegajac 10'® spin/g (ryc. 7).

Waznym wnioskiem wynikajacym z przeprowadzo-
nych badan spektroskopowych jest wigc stwierdzenie,
ze sterylizacja termiczna w tych warunkach nie po-
winna by¢ prowadzona dla drotaweryny. Mozna za-
proponowac np. sterylizacje radiacyjng z wykorzysta-
niem przenikliwego promieniowaniem gamma. Ogrza-
nie drotaweryny w temp. 160°C niszczy w niej drob-
noustroje, powoduje jednak zmiany strukturalne, ktore
moga zmniejszy¢ skutecznosé leku i wywota¢ efekty
toksyczne w organizmie. Mozna wigc zaproponowac
dodatkowe badania spektroskopowe lekow sterylizo-
wanych metoda elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego, aby unikngé¢ defektow w ich strukturze
chemicznej wywotanych w procesie sterylizacji.
Wykazano, ze widma EPR zmieniaja parametry
w miare¢ uptywu czasu przechowywania drotaweryny
po sterylizacji termicznej (ryc. 6), co wskazuje na
ewolucje w jej uktadzie wolnorodnikowym. Podczas
przechowywania leku po ogrzaniu w suchym goragcym
powietrzu koncentracja wolnych rodnikéw maleje
(ryc. 7), mimo to nie mozna proponowaé stosowania
sterylizowanej termicznie drotaweryny po dhuzszym
czasie przechowywania, gdy koncentracja wolnych
rodnikéw spadnie znaczaco, gdyz zmiany wolnorod-
nikowe oznaczaja zmiany struktury chemicznej leku.
Lek taki moze negatywnie oddziatywa¢ na organizm
podczas terapii.

Zmiany parametrow widm EPR (ryc. 6) oraz koncen-
tracji wolnych rodnikéw w drotawerynie w miarg
uplywu czasu po sterylizacji termicznej (ryc. 7) sa
prawdopodobnie skutkiem oddziatywania leku z tle-
nem znajdujacym si¢ w otoczeniu probki. Sa one
mozliwe na drodze reakcji chemicznych lub oddzia-
lywan fizycznych, polegajacych na tworzeniu kom-
plekséw quasi-chemicznych migdzy niesparowanym
elektronem wolnego rodnika leku a niesparowanym
elektronem molekuty tlenu [15]. Kompleksy te nie sa
trwale. Zmiany chemiczne w leku powoduja trwate
modyfikacje jego struktury. Oddzialywania wolnych
rodnikéw substancji leczniczych z tlenem obserwo-
wano metodg EPR takze w przypadku innych lekow
sterylizowanych termicznie [16] i radiacyjnie [25].
Oddzialywania te powodowaly zmiany amplitudy,
szerokosci 1 intensywnosci integralnej linii EPR.
Mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzone w niniejszej
pracy badania dostarczyly informacji na temat gene-
rowania wolnych rodnikéw w drotawerynie oraz po-
szerzyly wiedz¢ o wplywie procesu sterylizacji na
defekty paramagnetyczne w lekach. Uzyskane rezulta-
ty majg tez istotny aspekt praktyczny, poniewaz po-
twierdzono, ze spektroskopia elektronowego rezonan-
su paramagnetycznego jest przydatna w testowaniu
warunkow sterylizacji termicznej lekow.



WOLNE RODNIKI W DROTAWERYNIE

WNIOSKI

1. Drotaweryna poddana dziataniu suchego goracego
powietrza w temp. 160°C w czasie 120 min zawie-
ra wolne rodniki (~10'® spin/g) i wykazuje szero-
kie widma EPR charakterystyczne dla silnych od-
dziatywan dipolowych w probce oraz niewielkich
odlegtosci miedzy wolnymi rodnikami.

2. Parametry widma EPR i koncentracja wolnych
rodnikow w sterylizowanej termicznie drotawery-
nie zmieniajg si¢ podczas przechowywania leku,

Podziekowania

co jest prawdopodobnie skutkiem oddziatywania-
mi probki z tlenem.

3. Zmiany parametréw widm EPR drotaweryny to-
warzyszace wzrostowi mocy mikrofalowej sg cha-
rakterystyczne dla jednorodnego rozmieszczona
wolnych rodnikéw w prébee oraz wolnych proce-
sow relaksacji spin-siec.

4. Ksztalt i parametry asymetrii widm EPR testowanego
leku zaleza od mocy mikrofalowej, co dowodzi zto-
zonosci uktadu wolnych rodnikéw w probee.

5. Potwierdzono przydatnos¢ spektroskopii EPR
w badaniu substancji leczniczych sterylizowanych
termicznie.

Badania wolnych rodnikéw w drotawerynie metoda EPR byly finansowane przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach w ramach
badan wiasnych i statutowych (umowy KNW-1-002/P/2/0 oraz KNW-1-137/K/3/0).
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