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Streszczenie

Zbadano generowanie wolnych rodnikow w wera-
pamilu podczas sterylizacji termiczne w temperaturze
180°C. Koncentracje i wtasciwo$ci wolnych rodnikow
analizowano z zastosowaniem spektroskopii elektro-
nowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) na
pasmo X (9.3 GHz). Wykazano, ze w procesie steryli-
zacji termicznej powstajg w werapamilu stabilne wolne
rodniki. Wolne procesy relaksacji spin-siec¢ oraz silne
oddziatywania dipolowe wystepujg w werapamilu.
Badania metodg EPR wykazaty, ze sterylizacja wyso-
kotemperaturowa nie jest zalecana dla werapamilu.

Stowa kluczowe: werapamil, sterylizacja termicz-
na, wolne rodniki, spektroskopia EPR
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Wstep

Sterylizacja powinna niszczy¢é mikroorganizmy w sub-
stancji leczniczej [1], ale nie powinna generowac¢ w niej
wolnych rodnikéw. Wolne rodniki inicjujg toksyczne reakcje
biochemiczne w organizmie [2-3]. Wolne rodniki werapamilu
moga rowniez negatywnie wptywac na biomateriaty i implan-
ty. Celem pracy jest okreslenie koncentracji i wlasciwosci
wolnorodnikowych werapamilu sterylizowanego w wysokiej
temperaturze. Sprawdzono, czy sterylizacja termiczna moze
by¢ wykonywana w przypadku tego leku.

Materialy i metody

Zbadano wolne rodniki w werapamilu sterylizowanym
zgodnie z normami w temperaturze 180°C przez 30 minut.
Sterylizacje przeprowadzono w suszarce z ciggtym obie-
giem suchego powietrza. Strukture chemiczng werapamilu
pokazano na RYSUNKU 1. Werapamil jest stosowany w
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RYS.1. Struktura chemiczna werapamilu [4].
FIG.1. Chemical structure of verapamil [4].
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Abstract

Free radical formation in verapamil during thermal
sterilization at temperature 180°C was studied. Con-
centration and properties of free radicals were exami-
ned by the use of electron paramagnetic resonance
(EPR) spectroscopy at X-band (9.3GHz). It was stated
that stable free radicals are formed during thermal
sterilization of verapamil. Slow spin-lattice relaxation
processes and strong dipolar interactions exist in ve-
rapamil. EPR studies showed that sterilization at high
temperature is not recommended for verapamil.
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Introduction

Sterilization should destroy microorganisms in drug [1],
but it should not form free radicals in it. Free radicals initi-
ate biochemical reactions in organism [2-3]. Free radicals
of verapamil may negatively effect on biomaterials and
implants. The aim of this work was to determine concentra-
tion and properties of free radicals in verapamil sterilized
at high temperature. It was checked usefulness thermal
sterilization for this drug.

Materials and methods

Free radicals in verapamil sterilized according to norms
at temperature 180°C during 30 minutes were examined.
Sterilization was performed in hot air oven with air circu-
lation. Chemical structure of verapamil is presented in

B,

1 ¥ I N 1 " 1 ? I
B [mT]

RYS.2. Widmo EPR werapamilu sterylizowanego w

temperaturze 180°C zrejestrowane przy mocy mikro-

falowej wynoszacej 2.2mW. Pokazano analizowane

parametry ksztattu linii: A,, A,, B, i B,.

FIG.2. EPR spectrum of verapamil sterilized at

temperature 180°C recorded at microwave Power

of 2.2mW. The analysed lineshape parameters: A,,

A,, B,, and B,, are shown.
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chorobach serca [4]. Wolne rodniki sg szczegolnie niebez-
pieczne przy podaniu dozylnym tego leku.

Prébke leku w postaci proszku umieszczono w rurkach
szklanych i rejestrowano widma EPR w dniu sterylizaciji.
Wyznaczono koncentracje wolnych rodnikéw w prébce oraz
parametry widm EPR.

Wyniki i dyskusja

Dla prébki leku wyjsciowego nie rejestrowano widm EPR.
Silne sygnaty EPR obserwowano dla werapamilu sterylizo-
wanego w temperaturze 180°C.

Koncentracja wolnych rodnikéw w werapamilu bezpo-
$rednio po sterylizacji termicznej wynosita 7.3x10"" spin/g.
Silne sygnaty EPR dla werapamilu rejestrowano nawet
po kilku tygodniach od sterylizacji. Zalezno$¢ amplitudy i
szerokosci linii od mocy mikrofalowej (RYS.3) wskazuje na
jendnorodne poszerzenie widm EPR werapamilu. W wera-
pamilu zachodzg wolne procesy relaksacji spin-sie¢, linie
EPR nasycaja sie dla niskich wartosci mocy mikrofalowych
(RYS.3a). Szerokie linie EPR (RYS.3b) wskazujg na silne
oddziatywania dipolowe w werapamilu. Zalezno$¢ parame-
trow ksztattu widm EPR od mocy mikrofalowej (RYS.4-5)
dowodzi wystepowania kilku rodzajow wolnych rodnikéw w
sterylizowanym werapamilu.

FIGURE 1. Verapamil is applied in heart diseases [4]. Free
radical is especially danger after intravenous application
of this drug.

The powdered drug sample was put into a glass tube
and EPR spectra were measured at day of sterilization.
Free radicals concentration in the sample and parameters
of EPR spectra were determined.

Results and discussion

For the original sample of the examined drug EPR spectra
were not obtained. Strong EPR signals were observed for
verapamil sterilized at temperature 180°C.

Free radical concentration in verapamil after thermal
sterilization was 7.3x10""spin/g. Strong EPR signals were re-
corded for verapamil even after several weeks after steriliza-
tion. Dependence of amplitude and linewidth on microwave
power (FIG.3) indicates homogeneous broadening of EPR
spectra of verapamil. Slow spin-lattice relaxation processes
exist in verapamil, its EPR lines saturate at low microwave
power (FIG.3a). Broad EPR lines (FIG. 3b) point out that
strong dipolar interactions are characteristic for verapamil.
Dependences of lineshape parameters of EPR spectra on
microwave power (FIGs.4-5) prove the existence of several
types of free radicals in sterilized verapamil.
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RYS. 3. Wptyw mocy mikrofalowej na (a) amplitude (A) i (b) szerokos$¢ (AB,,) linii EPR werapamilu sterylizowanego
termicznie. M,—catkowita moc mikrofalowa wytwarzana przez klistron (70mW). M-moc mikrofalowa stosowana

podczas pomiaru widma EPR.

FIG.3. Influence of microwave power on (a) amplitude (A) and (b) linewidth (AB,,) of EPR Line of thermally ste-
rilized verapamil. M—total microwave power produced by klystron (70mW). M-microwave power used during

measurement of EPR spectrum.
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RYS.4. Wplyw mocy mikrofalowej na parametry (a) A,/A, oraz (b) A,—A, linii EPR werapamilu sterylizowanego
termicznie. M,—catkowita moc mikrofalowa wytwarzana przez klistron (70mW). M-moc mikrofalowa stosowana

podczas pomiaru widma EPR.

FIG.4. Influence of microwave power on parameters (a) A,/A, and (b) A,—A, of EPR lines of thermally sterilized
verapamil. M —total microwave power produced by klystron (70mW). M-microwave power used during measu-

rement of EPR spectrum.
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FIG.5. Influence of microwave power on parameters (a) B,/B, and (b) B,—B, of EPR lines of thermally sterilized
verapamil. M —total microwave power produced by klystron (70mW). M-microwave power used during measu-

rement of EPR spectrum.

RYS.5. Wplyw mocy mikrofalowej na parametry (a) B,/B, oraz (b) B,—B, linii EPR werapamilu sterylizowanego
termicznie. M —catkowita moc mikrofalowa wytwarzana przez klistron (70mW). M-moc mikrofalowa stosowana

podczas pomiaru widma EPR.

Podsumowanie

Badania werapamilu metodg EPR wykazaty, Zze lek nie-
sterylizowany jest diamagnetyczny, a sterylizacja termiczna
odpowiada za wystgpienie paramagnetyzmu prébki. Uktad
wolnych rodnikéw w werapamilu sterylizowanym termicznie
ma charakter ztozony. Ze wzgledu na generowanie duzej
ilosci wolnych rodnikow (~10"spin/g) sterylizacja w tempera-
turze 180°C nie jest zalecana dla werapamilu. Wolne rodniki
leku mogq uszkadzac¢ tkanki, biomateriaty i implanty.
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Summary

EPR studies of verapamil show that the unsterilized
drug is diamagnetic, and that the thermal sterilization is
responsible for paramagnetism of the sample. Free radical
system of thermally sterilized verapamil reveal complex
character. Taking to account formation of high amount of
free radicals (~10'"spin/g) it can be conclude that sterilization
at temperature 180°C is not recommended for verapamil.
Free radicals of this drug may destroy tissues, biomaterials
and implants.
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