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Streszczenie

Przeprowadzono badania wolnych rodnikow
powstajgcych w diklofenaku podczas ogrzewania
w temperaturze 180°C. Jako technike badawczg za-
stosowano spektroskopie elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR). Dla wyjsciowej probki
diklofenaku nie poddanego obrébce termicznej nie
obserwowano widm EPR. Asymetryczne linie EPR
rejestrowano natomiast w przypadku ogrzewanego
diklofenaku. Zbadano wptyw czasu przechowywania
na wiasciwosci i koncentracje wolnych rodnikow w
ogrzewanym diklofenaku. Stwierdzono, ze w diklofe-
naku poddanym obrobce termicznej wystepuje duza
ilo$¢ wolnych rodnikéw (~10"° spin/g). Koncentracja
wolnych rodnikéw w ogrzewanym diklofenaku ro$nie
podczas przechowywania probki. Oddziatywania
wolne rodniki — tkanki mogq by¢ odpowiedzialne za
efekty toksyczne w organizmie oraz zmiany struktury
biomateriatow. Obrobke termiczng w przypadku diklo-
fenaku nalezy wiec odrzucic¢ jako metode sterylizacji
leku. W pracy opisano wptyw mocy mikrofalowej na
ksztaft, amplitude i szerokos¢ linii EPR dikofenaku.
Metodq ciggtego nasycenia mikrofalowego linii EPR
wykazano, ze w diklofenaku zachodzq wolne procesy
relaksacji spin-siec.

Stowa kluczowe: diklofenak, centra paramagnetycz-
ne, wolne rodniki, spektroskopia EPR

[Inzynieria Biomateriatéw, 87, (2009), 7-12]

Wprowadzenie

Spektroskopie elektronowego rezonansu paramag-
netycznego (EPR) zastosowano do badan centréw
paramagnetycznych w diklofenaku poddanym obrébce
termicznej. Obrébka termiczna byta testowana jako pro-
ces sterylizacji diklofenaku. Prawidlowo wykonany proces
sterylizacji powinien prowadzi¢ do niszczenia mikroor-
ganizmow w substancji leczniczej [1], ale rownoczes$nie
struktura chemiczna leku oraz jego dziatanie terapeu-
tyczne nie powinno by¢é modyfikowane w tym procesie.
Warunki sterylizacji termicznej Scisle okreslajg Normy
[2-4]. Spodziewamy sig, iz sterylizacja termiczna powoduje
generowanie wolnych rodnikdw w lekach. Znanych jest
wiele prac opisujgcych powstawanie wolnych rodnikow
poprzez zrywanie wigzan chemicznych w substancjach
organicznych pod wptywem wysokiej temperatury [5-10].
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Abstract

Electron paramagnetic resonance (EPR) exami-
nations of free radicals formed in diclofenac heated
at 180°C were performed. EPR spectrum for the
non-heated sample was not obtained. Asymmetrical
EPR lines were measured for the studied heated
drug. Properties and free radicals concentration in
heated diclofenac during storage of the sample were
studied. High amount of free radicals (~10"° spin/g)
characterizes diclofenac after heating of the sample.
Free radicals concentration in heated diclofenac incre-
ases with increasing storage time of the sample. Free
radicals — tissues interactions may be accompanied by
toxic effects in organisms and changes of biomaterial’s
structure, so thermal sterilization is rather rejected as
sterilization process for diclofenac. Influence of micro-
wave power on lineshape, amplitudes and linewidth of
EPR spectra was described. Continuous microwave
saturation of EPR lines points out that slow spin-lattice
relaxation processes exist in the heated diclofenac.

Keywords: diclofenac, paramagnetic centers, free
radicals, EPR spectroscopy

[Engineering of Biomaterials, 87 (2009), 7-12]

Introduction

Electron spin resonance (EPR) spectroscopy was used
for examination of paramagnetic centers in thermally
treated diclofenac. Thermal treatment as sterilization
process was tested. Sterilization is expected to exterminate
microorganisms in drugs [1], but chemical structure and
therapeutic value of drugs should not be modified. Conditions
of thermal sterilization are determined and described in
the Norms [2-4]. It is expected that thermal sterilization
produces free radicals in drugs. There are many works
about formation of free radicals during rupturing chemical
bonds in organic substances at high temperature [5-10].
The aim of this work was to determine the concentration
and free radicals properties of thermally treated diclofenac.
The hypothesis that sterilization of diclofenac at 180°C is too
hard process for its structure was checked. It is not found
in the literature information about free radicals in thermally
sterilized diclofenac. A few information about EPR studies
of heated diclofenac may be found in our earlier work
[11]. EPR results for diclofenac were compared to results
obtained for the others thermally [11-13] or radiative [14-15]
sterilized drugs. Apart from high temperature and gamma
rays, some other factors can lead to free radicals generation.
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Celem niniejszej pracy jest okreslenie koncentraciji i wtasci-
wosci wolnych rodnikéw w diklofenaku poddanym obrébce
termicznej. Sprawdzono hipoteze gltoszaca, ze sterylizacja
diklofenaku w temperaturze 180°C jest destrukcyjnym pro-
cesem dla struktury chemicznej tego leku. W literaturze na-
ukowej nie znaleziono informacji o badaniach metodg EPR
wolnych rodnikow w termicznie sterylizowanym diklofenaku.
Wstepne informacje o badaniach ogrzewanego diklofenaku
metoda EPR mozna znalez¢ w naszej wczesniejszej pracy
[11]. Uzyskane wyniki badan EPR diklofenaku poréwnano
z wynikami uzyskanymi dla innych lekéw sterylizowanych
termicznie [11-13] i radiacyjnie [14-15].

Nie tylko wysoka temperatura i promieniowanie gamma
powoduje powstawanie wolnych rodnikéw w lekach. Czyn-
nikiem sprzyjajagcym generowaniu wolnych rodnikéw jest
réwniez promieniowanie UV [16,17]. Miejscowe stosowanie
diklofenaku moze prowadzi¢ do powstawania fotoderma-
toz [16]. Zjawisko to jest wynikiem tworzenia sie wolnych
rodnikéw w diklofenaku pod wptywem promieniowania
UV [16]. Jest dobrze udokumentowane, ze wolne rodniki i
reaktywne formy tlenu biorg udziat w reakcji zapalnej [16].
Dlatego zastosowanie antyoksydantéw zmiatajacych wolne
rodniki moze hamowac reakcje zapalne [17]. Stwierdzono
réwniez, iz diklofenak moze dziata¢ neurotoksycznie [18].
Mechanizm dziatania neurotoksycznego diklofenaku moze
wynikac z indukcji apoptozy komaérek w wyniku stresu oksy-
dacyjnego [18,19]. Wtasciwosci przeciwzapalne diklofenaku
moga by¢ modyfikowane przez kompleksowanie z jonami
metali m.in. manganu, kobaltu, niklu [20]. Widma EPR takich
kompleksow wykazujg charakter stabo rozdzielonej struktury
nadsubtelnej [20].

Materiat i metody

Materiat

Zbadano diklofenak ogrzewany w wysokiej temperaturze.
Struktura chemiczna diklofenaku jest pokazana na RYS. 1
[21]. Diklofenak jest niesteroidowym lekiem przeciwza-
palnym (NLPZ) nalezacym do grupy pochodnych kwasu
fenylooctowego [21-25]. Jest odwracalnym inhibitorem
gtéwnie COX-1 ale hamuje réwniez COX-2. Charakteryzuje
sie silnym dziataniem przeciwbdlowym. Stabo natomiast
dziata przeciwgoraczkowo i przeciwagregacyjnie. Diklofe-
nak wptywa réwniez na przyspieszenie wydalania kwasu
moczowego z ustroju. Stosowany jest w reumatycznym
zapaleniu stawoéw, w zwyrodnieniu kregostupa w osteoar-
trozie. Dziatania niepozadane po zastosowaniu diklofenaku
sg typowe dla NLPZ i sa to zaburzenia zotgdkowo-jelitowe,
totez przeciwwskazany jest on w czynnej chorobie wrzodo-
wej zotadka [21-25].

Metody

Proces ogrzewania diklofenaku wykonano dla probki
sproszkowanej w temperaturze 180°C w ciggu 30 minut
zgodnie z Polskimi Normami [2-3] dotyczgcymi procesu
sterylizacji wysokotemperaturowe;.

Dla probki diklofenaku wyjsciowego oraz ogrzewanego
w temperaturze 180°C zarejestrowano widma optyczne
za pomocy spektroskopu Firmy OCEAN OPTICS model
USB 4000, wyposazonego w filtry OFLV oraz soczewki L4.
Do pomiaréw uzyto swiattowodéw UV/VIS o $rednicy 100
pum produkcji Firmy OCEAN OPTICS. Probki z roztworami
leku umieszczono w kuwetach do pomiaréw absorpcji w
przedziale 200-2000 nm.

Analizy EPR dla diklofenaku wykonano 0,5 godziny,
2 i 8 dni po sterylizacji. Pomiary EPR wykonano w tem-
peraturze pokojowej z wykorzystaniem spektrometru
Firmy RADIOPAN (Poznan, Poland) z czestotliwoscig
promieniowania mikrofalowego 9,3 GHz (Pasmo X).

One of them is UV radiation [16,17]. Local application of
diclofenac can effect photosensitization. This phenomenon
is caused by free radicals generation during UV rays
irradiation [16]. It is well documented that free radicals
and reactive oxygen species take part in inflammatory
reactions activation [17]. Therefore, antioxidants applying
free radicals scavenging inhibits inflammatory reactions [17].
Diclofenac can also cause neurotoxic effects [18].
Diclofenac mechanism of neurotoxicity results from
induction of cells apoptosis during oxidative stress [18,19].
Anti-inflammatory properties of diclofenac can be modifying
by metal ions (i.e. manganese, cobalt, nickel) complexion
[20]. EPR spectra of metal ion — diclofenac present poorly
resolvable hyperfine structure [20].

Material and methods

Material

Diclofenac heated at high temperature was analyzed.
Chemical structure of diclofenac is shown in FIG. 1 [21].
Diclofenac is non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID)
which belongs to derivative group of phenylacetic acid. It is
reversible inhibitor mainly COX-1 but it brakes also COX-2.
It has a strong analgesic action. However, antifebrile and
antiaggregaticly it acts slightly. Diclofenac also affects
acceleration of expelling uric acid from organism. It is
used in rheumatic inflammation of joints, in degeneration
of backbone in osteoarthrosis. Overdose symptoms of
diclofenac are typical for NSAID. There are stomach-
intestine disturbances that's why it is contraindicated in
effective peptic ulcer disease [21-25].
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RYS. 1. Struktura chemiczna diklofenaku [21].
FIG. 1. Chemical structure of diclofenac [21].

Methods

Heating process of powdered diclofenac sample was
done at temperature of 180°C during 30 minutes according
to Polish Norms [2-3] for thermal sterilization.

For the original sample of diclofenac and for drug heated
at 180°C optical spectra were measured by spectroscope of
OCEAN OPTICS Firm model USB 4000 with OFLYV filters
and L4 lens. Optical UV/VIS fibers with diameter of 100 pm
produced by OCEAN OPTICS Firm were used. Solution of
the studied samples were placed in cuvettes for absorption
measurements in the range of 200-2000 nm.

EPR analysis for diclofenac was done 0.5 hour, 2 and 8 days
after sterilization. EPR measurements at room temperature
were done by the use of RADIOPAN (Poznan, Poland)
spectrometer with microwave frequency 9.3 GHz (X-band).
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Czestotliwos$¢ promieniowania mikrofalowego rejestrowano
miernikiem MCM101 (EPRAD, Lubon-Poznan, Polska).
Widma EPR rejestrowano w postaci pierwszej pochodne;j
w zakresie mocy mikrofalowej od 2,2 mW do 70 mW. Dla
widm EPR wyznaczono wspétczynnik rozszczepienia spek-
troskopowego g, amplitude (A), intensywnos$c¢ integralng
() oraz szerokosc linii (AB,,). Analizowano nastepujgce
parametry ksztattu linii: A,-A, and B,-B,. Parametry te sg
zdefiniowane i pokazane dla przyktadowego widma EPR
diklofenaku na RYS. 2.

Wspétczynnik rozszczepienia spektroskopowego g obli-
czono z warunku rezonansu jako [26-28]:

g = hv/pgB,

gdzie: h — stata Plancka, v — czestotliwos¢ mikrofalowa,
Mg — magneton Bohra, B, — rezonansowa indukcja magne-
tyczna [26-28].

Koncentracje wolnych rodnikéw (N) wyznaczono jako:

N = N[(WANILYI/(WAmM)],

gdzie: N, oznacza liczbe centréw paramagnetycznych w
ultramarynie, W i W, sg wzmocnieniami dla prébki i ultra-
maryny, A i A, sg amplitudami sygnatu rubinu dla prébki
i ultramaryny, | i I, sg intensywnosciami integralnymi dla
probki i ultramaryny, a m jest masg prébki. Jako wzorce
koncentracji wolnych rodnikéw zastosowano ultramaryne
i krysztat rubinu.

Wyniki i dyskusja

Stwierdzono, ze widma optyczne nie sg pomocne w
okresleniu réznic pomiedzy wyjsciowg prébka diklofenaku
oraz lekiem ogrzewanym w temperaturze 180°C. Do badan
ogrzewanego diklofenaku zaproponowano spektroskopie
EPR. Nie stwierdzono znaczacych réznic w przypadku
widm optycznych dla diklofanaku wyjsciowego i ogrzewa-
nego w zakresie UV/VIS. W przypadku nieogrzewanych
probek diklofenaku nie rejestrowano widm EPR. Efekt ten
jest zgodny z oczekiwaniami i wskazuje na brak wolnych
rodnikéw w wyjsciowych prébkach testowanego leku. Po-
miary EPR potwierdzity, iz niesparowane elektrony nie wy-
stepuja w chemicznej strukturze diklofenaku (RYS. 1) [21].
Podczas ogrzewania diklofenaku w temperaturze 180°C
dochodzi do zrywania wigzan chemicznych oraz do pojawie-
nia sie wolnych rodnikéw w probce. Dla leku ogrzewanego
w 180°C otrzymano silne widma EPR. Stwierdzono wzrost
amplitudy widm EPR diklofenaku ze wzrostem czasu po wy-
konaniu sterylizacji. Widma EPR diklofenaku charakteryzuje
asymetryczny ksztatt (RYS. 2). Wartosci parametréw ksztattu
linii A,-A, oraz B,-B,, ktore zostaty pokazanie na RYS. 3i4,
rézna sie od zera. Parametry A-A, (RYS. 3) i B,-B, (RYS. 4)
znacznie zalezg od mocy mikrofalowej. Obserwowano
zmniejszenie wartosci tych parametrow wraz ze wzrostem
mocy mikrofalowe;j.

Microwave frequency was measured by MCM101 recorder
(EPRAD, Przezmierowo-Poznan, Poland). EPR spectra were
recorded as first derivative lines in the range of microwave
power from 2.2 mW to 70 mW. g-Factor, amplitudes (A),
integral intensities (l), and linewidth (AB,,) of the spectra
were determined. The following shapes parameters were
analyzed: A;-A, and B,-B,. These parameters are defined
and shown for the exemplary EPR spectrum of heated
diclofenac in FIG. 2.

g-Factor was calculated from resonance condition as
[26-28]:

g = hV/}JBB,,

where: h — Planck constant, v — microwave frequency, g —
Bohr magneton, B, — resonance magnetic induction [26-28].

Free radical concentration (N) was determined as follow:

N = N [(WAII(WAm)],

where: N, is the number of paramagnetic centers in ultra-
marine, W and W, are the receiver gains for sample and
ultramarine, A and A, are the amplitudes of ruby signal for
the sample and ultramarine, | and |, are the integral inten-
sities for the sample and ultramarine, and m is the mass
of the sample. Ultramarine and a ruby crystal were used
as the references during measurements of free radical
concentration.

RYS. 2. Widmo EPR dikofenku zarejestrowane jako
pierwsza pochodna absorpcji oraz analizowane
parametry widmowe: amplituda (A), szerokos¢ linii
(AB,,) oraz parametry asymetrii (A,, A,, B;, B,). Widmo
zostalo zmierzone przy ttumieniu 15 dB (2,2 mW) w
temperaturze pokojowej [1].

FIG. 2. The first-derivative EPR spectrum of diclof-
enac and the analysed parameters: amplitude (A),
linewidth (AB,,), and asymmetry parameters (A, A,,
B,, B,). The spectrum was recorded with attenuation
of 15 dB (2.2 mW) at room temperature [1].

Results and discussions

It was stated that optical spectra are not useful to
determination of differences between the original diclofenac
and the drug heated at 180°C. EPR spectroscopy is proposed
to examination of the heated drugs. EPR spectra were not
obtained for the original non-heated diclofenac. As it was
expected, free radicals do not exist in the original diclofenac
sample. Unpaired electrons are not found in its chemical
structure (FIG. 1) [21]. During heating of diclofenac at 180°C
chemical bonds are ruptured and free radicals appear.
Strong EPR spectra appear after heating of this drug at
180°C. Amplitudes of these spectra increase with increasing
of time after sterilization. Asymmetrical shape characterizes
diclofenac’s EPR spectra (FIG. 2). The values of lineshape
parameters A,-A, and B,-B, differ from zero, as presented in
FIG. 3 and 4. Parameters A,-A, (FIG. 3) and B,-B, (FIG. 4)
strongly changes with microwave power. Decrease of
these parameters with increasing of microwave power was
observed.

Free radicals concentrations and EPR parameters of
heated diclofenac for different storage times are presented in
TABLE 1. High values of free radicals concentrations (~10°
spin/g) are characteristic for the studied heated samples.
The amount of free radicals increases with increasing
time of the heated drug storage, so it can be concluded
that destruction of molecular structure in diclofenac during
storage occurs.
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RYS. 3. Wptyw mocy mikrofalowej (M/M,) na pa-
rametr ksztattu (A,-A,) widma EPR diclofenaku
ogrzewanego w temperaturze 180°C. M — moc
mikrofalowa stosowana podczas pomiaru widma,
M, — catkowita moc mikrofalowa wytwarzana przez
klistron (70 mW).

FIG. 3. Influence of microwave power (M/M,) on
parameter of lineshape (A,-A,) of EPR spectrum
of diclofenac heated at 180°C. M — microwave
power during the measurement of the spectrum,
M, — total microwave power produced by klystron
(70 mW).

Koncentracje wolnych rodnikéw oraz parametry widm
EPR diklofenaku dla kilku wybranych réznych czaséw prze-
chowywania probki po obrébce termicznej przedstawiono
w TABELI 1. Wysokie wartosci koncentracji wolnych rodni-
kow (~10'° spin/g) sa charakterystyczne dla ogrzewanych
badanych probek. llos¢ wolnych rodnikéw ro$nie wraz ze
wzrostem czasu przechowywania ogrzanego leku, co mozna
ttumaczy¢ destrukcjg struktury molekularnej diklofenaku w
procesie jego przechowywania.

Dla ogrzewanego diklofenaku niezaleznie od czasu prze-
chowywania otrzymano podobne warto$ci wspoétczynnikow
rozszczepienia spektroskopowego g oraz szerokosci linii
EPR (TABELA 1). Wartos¢ wspotczynnika g rowna 2,0036
(TABELA 1) oraz chemiczna struktura leku (RYS. 1, [21])
wskazuje na to, ze niesparowane elektrony w wolnych
rodnikach odpowiedzialne za widma EPR diklofenaku sg
zlokalizowane gtéwnie na atomach azotu i tlenu. Prawdo-
podobnie dodatkowo niesparowane elektrony zlokalizowane
na atomach wegla wystepujg takze w analizowanej prébce.
Ztozony charakter uktadu centrow paramagnetycznych
ogrzewanego diklofenaku odpowiada za asymetrie jego
linii EPR (RYS. 2) oraz za zalezno$¢ asymetrii ksztattu od
mocy mikrofalowej (RYS. 3-4).

Zmiany amplitudy i szeroko$ci linii EPR diklofenaku
podczas ciggtego nasycenia mikrofalowego widm prébki w
dniu sterylizacji pokazano na RYS. 5i 6. Amplituda linii EPR
ro$nie ze wzrostem mocy mikrofalowej, a po osiggnieciu
wartosci maksymalnej maleje (RYS. 5). Uzyskano nasyce-
nie mikrofalowe linii EPR dla niskich mocy mikrofalowych
(RYS. 5). Obserwowano poszerzenie linii EPR ogrzewanego
diklofenaku wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej (RYS. 6).
Biorac pod uwage korelacje przedstawione na RYS. 5i 6
oraz teorie nasycenia mikrofalowego mozna stwierdzi¢,
ze widma EPR diklofenaku sg poszerzone jednorodnie.

RYS. 4. Wplyw mocy mikrofalowej (M/M,) na pa-
rametr ksztattu (B,-B,) widma EPR diclofenaku
ogrzewanego w temperaturze 180°C. M — moc
mikrofalowa stosowana podczas pomiaru widma,
M, — catkowita moc mikrofalowa wytwarzana przez
klistron (70 mW).

FIG. 4. Influence of microwave power (M/M,) on
parameter of lineshape (B,-B,) of EPR spectrum
of diclofenac heated at 180°C. M — microwave
power during the measurement of the spectrum,
M, — total microwave power produced by klystron
(70 mW).

Similar values of g-factor and linewidth are obtained
independently on storage time (TABLE 1). g-Value of 2.0036
(TABLE 1) and chemical structure (FIGURE 1, [21]) indicate
that unpaired free radicals with unpaired electrons localized
on nitrogen or oxygen atoms mainly are responsible for EPR
spectra of diclofenac. Probably unpaired electrons localized
on carbon atoms also exist in this sample. Complex character
of paramagnetic system in heated diclofenac is responsible
for asymmetry of its EPR lines (FIG. 2) and dependence of
the asymmetry on microwave power (FIG. 3-4).

TABELA 1. Wplyw czasu przechowywania na
koncentracje wolnych rodnikéw (N), wspétczynnik
rozszczepienia spektroskopowego g oraz szero-
kos¢ linii (AB,,,) widm EPR diklofenaku ogrzewane-
go w temperaturze 180°C. W tabeli przedstawiono
dane dla widm EPR mierzonych z wykorzystaniem
mocy mikrofalowej wynoszacej 2,2 mW.

TABLE 1. Effect of storage time on free radical
concentration (N), g-factor, and linewidth (AB))
of EPR spectra of diclofenac heated at 180°C.
Data for EPR spectra measured with microwave
power of 2.2 mW.

Czas po obrébce
termicznej diklofenaku N x10"° g

AB,,
[+0.02

Time after thermal

[spin/g] [+0.0002]

treatment of diclofenac

mT]

0,5 godziny / 0.5 hour 3.2 2.0036 0.80
[ 2dni/2days 50 | 20036 | 080 |
[ sdni/sdays 66 | 20036 | 080 |
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RYS. 5. Wplyw mocy mikrofalowej (M/M,) na am-
plitude (A) linii EPR diclofenaku ogrzewanego w
temperaturze 180°C. M — moc mikrofalowa stoso-
wana podczas pomiaru widma, M, — catkowita moc
mikrofalowa wytwarzana przez klistron (70 mW).
FIG. 5. Influence of microwave power (M/M,) on
amplitude (A) of EPR line of diclofenac heated at
180°C. M — microwave power during the measure-
ment of the spectrum, M, — total microwave power
produced by klystron (70 mW).

Typowe korelacje pomiedzy parametrami widm EPR i
mocg mikrofalowg sg oméwione w pracach [26-28]. Mozna
stwierdzi¢, ze w diklofenaku nie wystepuja izolowane pakiety
spinowe [26-28].

Zmiany amplitudy widm EPR diklofenaku wraz ze wzro-
stem mocy mikrofalowej (RYS. 5) sg typowe dla ukfadu
paramagnetycznego, w ktérym zachodzg wolne procesy
relaksacji spin-sie¢ [26-28]. W przypadku wolnych proce-
séw relaksacji spin-sie¢ spadek amplitudy linii EPR jest
obserwowany dla niskich wartosci mocy mikrofalowej [26-
28]. W wolno relaksujgcym uktadzie wystepuje inwersja
obsadzen pozioméw energetycznych przez niesparowane
elektrony. Silne oddziatywania dipolowe [26-28] mogg by¢
odpowiedzialne za linie EPR diklofenaku (AB,,: 0.80 mT)
(TABELA 1). Podobne efekty obserwowano wczesniej dla
innych sterylizowanych lekow [12-15].

Przeprowadzone badania spektroskopowe paramagnety-
zmu ogrzewanego diklofenaku wskazujg na to, ze obrébka
termiczna diklofenaku w temperaturze 180°C powinna
by¢ odrzucona jako metoda sterylizacji tego leku. Wysoka
zawartos¢ wolnych rodnikdéw oraz powstawanie wolnych
rodnikdw podczas przechowywania probki moze by¢ niebez-
pieczna dla tkanek poddanych terapii oraz moze przyczyni¢
sie do zmian strukturalnych biomateriatow.

WhiosKki

Badania EPR ogrzewanego diklofenaku wykazaty, ze:
1) Diklofenak ogrzany w temperaturze 180°C charakteryzuje
silny paramagnetyzm.
2) Podczas przechowywania probki w diklofenaku powstajg
wolne rodniki.
3) Ztozony uktad centréw paramagnetycznych o asymetrycz-
nych widmach EPR oraz o $redniej wartosci wspotczynnika
rozszczepienia spektroskopowego g wynoszacej 2,0036
wystepuje w diklofenaku.
4) Widma EPR diklofenaku sg poszerzone jednorodnie.
5) Wolne procesy spin-sie¢ oraz silne oddziatywania dipo-
lowe zachodzag w diklofenaku.
6) Proces sterylizacji termicznej nie jest zalecany w przy-
padku diklofenaku.
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RYS. 6. Wplyw mocy mikrofalowej (M/M,) na szero-
kos¢ (AB,,) linii EPR diclofenaku ogrzewanego w
temperaturze 180°C. M — moc mikrofalowa stoso-
wana podczas pomiaru widma, M, — catkowita moc
mikrofalowa wytwarzana przez klistron (70 mW).
FIG. 6. Influence of microwave power (M/M,) on
linewidths (AB,,) of EPR line of diclofenac heated
at 180°C. M — microwave power during the mea-
surement of the spectrum, M, — total microwave
power produced by klystron (70 mW).

The changes of amplitude and linewidth of EPR
diclofenac’s spectra during continuous microwave saturation
of spectra in the day of sterilization are presented in FIG.
5 and 6. Amplitude of EPR line increases with increasing
of microwave power and after reaching the maximal
value it decreases (FIG. 5). Saturation at low microwave
power was obtained (FIG. 5). Broadening of EPR line of
heated diclofenac with increasing of microwave power was
observed (FIG. 6). Correlations in FIG. 5-6 and theory of
saturation effect indicate that EPR spectra of diclofenac are
homogeneously broadened. Typical correlation between
parameters of EPR spectra and microwave power are
described in [26-28]. As result in paramagnetic diclofenac
isolated spin packets do not exist [26-28].

Changes of amplitude of diclofenac’s EPR spectra with
increasing of microwave power (FIG. 5) are typical for
paramagnetic systems with slow spin-lattice relaxation
processes [26-28]. For slow spin-lattice relaxation decrease
of EPR amplitude at low microwave power appears [26-28].
Inversion of the amount of unpaired electrons on energy
levels exist in the relaxing system. Strong dipolar interactions
[26-28] may be responsible for broadening of EPR lines of
diclofenac (AB,,: 0.80 mT) (TABLE 1). Similar effects were
observed for the others sterilized drugs [12-15].

The performed spectroscopic studies of paramagnetism
of heated diclofenac indicate that thermal treatment at 180°C
should be rejected as sterilization method for this drug.
High contents of free radicals and their formation during
storage of the sample may be dangerous for tissues during
therapy. Changes of biomaterial structure by free radicals
of diclofenac are expected.
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Conclusions

EPR studies of heated diclofenac indicate that:
1) Strong paramagnetism characterizes diclofenac heated
at 180°C.
2) During storage free radicals are formed in diclofenac.
3) Complex paramagnetic centers system with asymmetrical
EPR spectra and with apparent g value of 2.0036 exist in
diclofenac.
4) EPR spectra of the diclofenac are homogeneously
broadened.
5) Slow spin-lattice relaxation processes and strong dipolar
interactions characterize diclofenac.
6) Thermal sterilization process is not recommended for
diclofenac.
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