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Streszczenie

Sterylno$c substancji leczniczej jest niezwykle istot-
na z punktu widzenia bezpieczenstwa farmakoterapii.
Sterylizacja lekow moze powodowac¢ powstawanie
wolnych rodnikéw. Poréwnano wiasciwosci wolnych
rodnikéw powstajgcych pod wptywem promieniowa-
nia termicznego (180°C/30 minut) i promieniowania
gamma (25kGy) w streptomycynie. Badania prze-
prowadzono przy uzyciu techniki elektronowego
rezonansu paramagnetycznego EPR na pasmo
X. Zaréwno dla prébek sterylizowanych termicznie
Jak i radiacyjnie zarejestrowano szerokie linie EPR.
Obydwie metody sterylizacji prowadzq do powstania
wysokich koncentracji wolnych rodnikéw (107°-10'®
spin/g). Poréwnanie parametrow linii EPR dla stery-
lizacji termicznej i radiacyjnej wskazuje na podobne
wtasciwosci wolnych rodnikéw w sterylizowanej
probce — niesparowane elektrony zlokalizowane na
atomie tlenu. Wiecej wolnych rodnikéw, w przypadku
zastosowanych parametrow sterylizacji, powstaje w
probkach sterylizowanych radiacyjnie.

Stowa kluczowe: wolne rodniki, sterylizacja ter-
miczna, sterylizacja radiacyjna, streptomycyna, EPR
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Wstep

W nowoczesnej medycynie opracowano i rozwinieto
szereg metod sterylizacji substancji leczniczych, miedzy
innymi: wyzarzanie, spalanie, sterylizacja suchym gorgcym
powietrzem, sterylizacja nasycong parg wodna, sterylizacja
przez saczenie, sterylizacja promieniowaniem (m.in. joni-
zujgcym, UV), sterylizacja gazami (m.in. tlenkiem etylenu,
formaldehydem) oraz sterylizacja roztworami srodkéw
chemicznych [1-5]. Wszystkie te metody mogg prowadzi¢
do powstawania wolnych rodnikdéw w sterylizowanym ma-
teriale. Powstajgce wolne rodniki mogg powodowac efekty
toksyczne w organizmie pacjenta podczas farmakoterapii.
W zwigzku z powyzszym idealnym warunkom sterylizacji
powinna towarzyszy¢ jak najmniejsza koncentracja wolnych
rodnikéw w sterylizowanej substancji.

Materialy i metody

Poréwnano wiasciwosci wolnych rodnikéw powstajacych
w streptomycynie pod wptywem sterylizacji termiczne;j i
radiacyjnej. Streptomycyna jest antybiotykiem aminoglikozy-
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Abstract

Sterility of medical substances plays significant
role from the point of view of pharmacotherapy safety.
Drugs sterilization can cause free radicals forming.
It was compared free radicals properties forming in
streptomycin under the influence thermal radiation
(180°C/30 minutes) and gamma radiation (25kGy).
Presented studies were performed by use of X band
electron paramagnetic spectrometer. Both for thermal
sterilized samples as well as for radiosterilized broad
EPR lines were recorded. Both methods of sterilization
lead to forming of high concentrations of free radicals
(10°-10"8spin/g). Comparing of EPR lines parameters
for thermal sterilization and radiosterilization point at
similar free radicals properties in the studied samples
— unpaired electrons located on oxygen atoms. More
free radicals, in case of used sterilization parameters,
create in radiosterilized samples.

Key words: free radicals, thermal sterilization,
radiosterilization, streptomycin, EPR
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Introduction

In modern medicine a lot sterilization methods of medi-
cines were devised and developed inter alia: annealing,
burning, dry hot air sterilization, saturated steam sterilization,
sterile filtration, radiation sterilization (i.a. ionizing radiation,
UV), gas sterilization (i.a. ethylene oxide, formaldehyde)
and chemical sterilization [1-5]. All this methods can lead
to free radicals appearing in sterilized material. These ap-
pearing free radicals can cause toxic effects in patients
organism during pharmacotherapy. In connection with
above mentioned facts, ideal sterilization conditions should
be associated with minimal free radicals concentration in
sterilized substance.

Materials and methods

Free radicals creating in streptomycin under the influence
of thermal and radiosterilisation were compared. Streptomy-
cin the natural origin aminoglicoside antibiotic. In treatment
its sulphate is the most common used. It acts bactericidal
and its activity increase with its concentration. The most
important application of streptomycin is tuberculosis healing.
Chemical structure of streptomycin is presented on FIG.1.

Radiosterilisation was performer by gamma irradiation.
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Sterylizacje radia-
cyjng probki prze-
prowadzono przez
gamma napromie-
niowanie. Probki zostaty napromieniowane przy uzyciu
aparatu kobaltowego THERATRON 780E zawierajgcego
izotop kobaltu ®°Co. Zgodnie z normg PN-EN 552 [9] dawka
promieniowania pochtonieta przez wszystkie badane anty-
biotyki wynosita 25kGy. Przed napromieniowaniem prébki
poddano tabletkowaniu.

W niniejszej pracy sterylizacja wysokotemperaturowa
antybiotykéw wykonywana zostata w temperaturze 180°C
oraz w czasie ogrzewania leku wynoszgcym 30 minut [10].
Sterylizacje sproszkowanej probki przeprowadzono w su-
szarce z wymuszong cyrkulacjg suchego powietrza.

Widma EPR rejestrowano w temperaturze pokojowe;j.
Pomiary widm EPR badanych antybiotykéw wykonano za
pomoca spektrometru elektronowego rezonansu paramag-
netycznego typu SE/X z modulacjg pola magnetycznego
100kHz (RADIOPAN, Poznan). Zastosowano promieniowa-
nie mikrofalowe z zakresu pasma X o czestotliwosci 9.3GHz.
Czestotliwos¢ promieniowania mikrofalowego rejestrowano
miernikiem typu MCM 101 (EPRAD, Poznan)

Widma EPR rejestrowano w postaci pierwszej pochod-
nej absorpcji. Zastosowano promieniowanie mikrofalowe
0 mocy wynoszacej 2mW. Catkowita moc mikrofalowa
wytwarzana przez klistron wynosita 70mW.

W pracy wyznaczono i analizowano nastepujace para-
metry widm EPR (TABELA 1):

* koncentracje wolnych rodnikow (N),
* szerokos¢ linii (AB,,),
» wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g.
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RYS.1. Struktura chemiczna
streptomycyny [8].

FIG.1. Chemical structure of
streptomycin [8].

Wyniki

Zaréwno promieniowanie jonizujgce w zastosowanej
dawce jak i energia termiczna powoduje powstawanie wol-
nych rodnikéw w streptomycynie. W TABELI 1 przedstawio-
no parametry widm EPR i koncentracje wolnych rodnikéw
dla badanych probek.

W streptomycynie zaréwno sterylizowanej termicznie
jak i radiacyjnie wystepuje duza ilos¢ wolnych rodnikéw
(~10'8-10"8spin/g). Wieksze koncentracje centréw para-
magnetycznych stwierdzono dla prébek sterylizowanych
metodq radiacyjna. Duze wartosci szerokosci linii EPR
(AB,,: 1.00 i 1.86 mT) wskazujg na niewielkie odlegtosci
pomiedzy wolnymi rodnikami w probkach. Wyznaczone
Srednie warto$ci wspétczynnika g dla zarejestrowanych
widm EPR pozwolity na dokonanie oceny rodzaju wolnych
rodnikéw gtownie wystepujacych w badanych prébkach.
Wspétczynnik g wskazuje na lokalizacje niesparowanych
elektronéw (g: 2.0044 i 2.0053) na atomach tlenu.

Probka N AB,, g

Sample [+0.0002]
Streptomycynasterylizowa-

na radiacyjnie

[spin/g] [mT]

) 18
Gamma irradiated strep-| 110 100 20053
omycin

Streptomycyna sterylizowa-

ekl 40-10°| 186 | 20044

hermal sterilized strepto-
mycin

TABELA 1. Koncentracja (N) wolnych rodnikéw w
sterylizowanym antybiotyku oraz parametry widm
EPR: szerokos¢ linii (AB,,) i wspétczynnik rozszcze-
pienia spektroskopowego g. Dane dotycza widm
EPR rejestrowanych przy mocy mikrofalowej 2mwW
w dniu hapromieniowania prébki.

TABLE 1. Free radicals concentration (N) in the
sterilized antibiotic and EPR spectra parameters:
linewidth (AB,) and g factor. Presented data are
applied for 2mW microwave power in the day of
sample irradiation.

Samples were irradiated in THERATRON 780E containing
isotope 8°Co. According to the norm of PN-EN 552 [2] dose
of gamma irradiation of 25kGy was used. Before irradiation
samples were tableted.

The EPR spectra were recorded at room temperature.
The EPR spectra of investigated samples were recorded
by electron paramagnetic spectrometer SE/X type with field
modulation of 100kHz (RADIOPAN, Poznan). Microwave
radiation from X band (9.3GHz) were applied. Frequency
of microwave radiation were recorded by use of MCM 101
measurer (EPRAD, Poznan).

EPR spectra were recorded as the second derivative of
absorption. Microwave radiation with power attenuation of
2mW were used. The total microwave power produced by
klistron was 70mW.

The following parameters of EPR spectra were deter-
mined and analyzed (TABLE 1):

« free radicals concentration (N),

* linewidth (AB,,),

» g factor.

Results

Both ionizing radiation at the used dose as well as thermal
energy cause free radicals appearing in streptomycin. In the
table 1 it was presented EPR spectra parameters and free
radicals concentrations.

Both in thermal sterilized streptomycin as well as in
radiosterilized streptomycin high amount of free radicals
(10"-10"spin/g) are found. Higher paramagnetic centers
concentrations were stated for radiosterilized samples.
Broad EPR lines (AB,,: 1.00 i 1.86 mT) point at short dis-
tance between free radicals. Average values of g factors
for recorded EPR spectra allow to estimate type of free
radicals existing in the studied samples. g factor (g=2.0044
and 2.0053) indicates that unpaired electrons are located
on oxygen atoms.
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Whioski

» Zaréwno promieniowanie gamma jak i promieniowanie
termiczne powodujg powstawanie wolnych rodnikow (~10'8
-10"8spin/g) w streptomycynie.

« Silne oddziatywania dipolowe spin-spin poszerzajace
rejestrowane linie EPR wskazujg na niewielkie odlegtosci
pomiedzy wolnymi rodnikami w badanych probkach

» Zaréwno sterylizacja termiczna jak i radiacyjna powodu-
ja powstawanie podobnych wolnych rodnikéw — z niesparo-
wanym elektronem zlokalizowanym na atomie tlenu o czym
Swiadczy poréwnywalna warto$¢ wspotczynnika g.
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Conclusions

* Both gamma radiation as well as thermal radiation
cause formation of free radicals (10'°—10'®spin/g) in strep-
tomycin.

» Strong dipole spin-spin interactions broadening the
EPR lines point at short distance between free radicals in
the studied sample.

 Both thermal sterilization as well as radiation steriliza-
tion cause formation of similar free radicals — with unpaired
electron localized on oxygen atoms what testify to compa-
rable g factor values.
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Streszczenie

Zbadano wtasciwosci centréw paramagnetycznych
upigmentowanych grzybow glebowych Cladosporium
herbarum metodq EPR. Stwierdzono stabilny para-
magnetyzm Cladosporium herbarum wynikajgcy z
obecnosci w probce gtéwnie eumelaniny. W widmach
EPR obserwowano dominujgcag linie eumelaniny oraz
dodatkowo linie feomelaniny o niewielkiej amplitu-
dzie. o-Semichinonowe wolne rodniki (~10""spin/g)
odpowiadajg za paramagnetyzm Cladosporium
herbarum.

Stowa kluczowe: paramagnetyzm, wolne rodniki,
melanina, Cladosporium herbarum, EPR
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Abstract

Properties of paramagnetic centers in pigmented
soil fungi Cladosporium herbarum were studied by
EPR method. Stable parmagnetism of Cladosporium
herbarum, mainly resulted from existence of eumelanin
in the sample, was stated. Dominant line of eumelanin
and additionally line of pheomelanin with the low am-
plitude were observed in EPR spectra. o-Semiquinone
free radicals (~10'"spin/g) are mainly responsible for
paramgnetism of Cladosporium herbarum.

Keywords: paramagnetism, free radicals, melanin,
Cladosporium herbarum, EPR
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