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Oz

Bu ¢alismada, gama ile wsinlanmis amantadin hidrokloriir numunesinde olusan serbest radikallerin kimyasal
yapilart simiilasyon programi kullamilarak elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi yontemiyle
incelenmistir. Spektruma iki radikal tiiriinden katki geldigi diisiiniilerek radikaller; radikal | (-CHCH- ) ve
radikal 1l (-CH- ) olarak etiketlenmistir. \sinlama sonrasinda olugan paramanyetik tiirlerin radyasyon
duyarhiligin belirlemek maksadiyla, amantadin hidrokloriir numunesine gama sinlart 1, 4, 7, 10 ve 15 kGy
dozlarinda oda sicakliginda uygulanmistir. Gama isuina maruz kalmis olan amantadin hidrokloriir
numunesinin deneysel spektrumlart incelendiginde, merkezde giiclii bir sinyal (1) ile bu gii¢lii sinyalin sol
(Iy) ve sag tarafinda (I3) zayyf sinyaller belirgin bir bigimde tespit edilmistir. Isinlanmis numunenin doz-
cevap egrilerini tammlayan en yakin matematiksel denklemler belirlenmigtir. Absorbe edilen radyasyon
dozuyla sinyal siddetleri arasmdaki korelasyon katsayilari hesaplannugtir. Isinlama isleminin, numunenin
raf omriine etkisini incelemek maksadiyla EPR sinyallerinin degisimi belirli araliklarla oda sicakliginda
kaydedilmistir. Kaydedilen spektrumlar incelendiginde 150. giin sonunda bile tiim sinyallerin gozlenebildigi
belirlenmistir. Mikrodalga giicitiniin bir fonksiyonu olarak, sinyal siddetleri, 295 Kelvin sicakliginda 0.01 ile
100 mW araliginda incelenmistiv. Gama wsinlamasi ile indiiklenen numunenin diisiik ve yiiksek sicakliktaki
spektrumlart  kaydedilerek tepeden-tepeye sinyal siddetleri ile serbest radikallerin sicakliga bagh
duyarliliklar: belirlenmistir. Ayrica, radikalin spektroskopik yarilma ¢arpani (Q) ve aswrt ince yapi sabitleri
de hesaplanmustir.
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Giris

Ilag endiistrisindeki hizli gelismelerin 15131nda
ilagc hammaddelerini daha etkin ve hizli bir
sekilde sterilize etme calismalar gittikce dnem
kazanmaktadir. Radyosterilizasyon
teknolojisinin uluslararasi alandaki gelisimi, ilag
ve ilag hammaddelerinin kontrollii ve giivenilir
bir bi¢gimde radyasyon enerjisi kullanilarak
sterilize  edilmelerini  kolaylastirmaktadir.
Radyasyon  teknolojisinin  ¢evreye  zarar
vermemesi, uygulandigi numunede onemli bir
sicaklik artisinda bulunmamasi ve kontroliiniin
kolay olmasi, bu teknolojiyi oldukga iistiin
kilmaktadir. Bu istiin 6zelliklerinden dolayz;
radyosterilizasyon teknolojisinin endiistrideki
kullanimi her sene ortalama %10-15 artis
gostermektedir. Gama 1sinlar1 amino asitler,
gidalar ve ilaglar dahil olmak tizere birgok
maddede  1sinlama  hasar  merkezlerinin
tanimlanmasi icin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Koksal vd., 1997; Diehl 2002;
Osmanoglu vd., 2017; Basly vd., 1996).
Bununla birlikte, gama 1sinlar yiiksek enerjileri
nedeniyle  molekiiler  yikimlara  neden
olabilmektedir. Bu baglamda, tiiketilecek bir
ilag numunesinin herhangi bir 1ginlama islemine
maruz kalip kalmadigini tespit etmek miimkiin
olmalidir; ve eger ilag 1sinlanmigsa, 1sinlama
dozu hesaplanmalidir. Ek olarak, 1sinlanmis
numune raf Omrii boyunca 1sinlanmamis
olanlardan kolayca ayirt edilebilir olmalidir. Bu
nedenlerden dolayi, radyosterilizasyon islemine
maruz birakilacak olan bir ilag numunesinin
radyasyon duyarliligini arastirmak gereklidir.
EPR spektroskopisi, 1smlanmigs gida ve ilag
numunelerinin radyasyon duyarliligim
aragtirmak icin kullanilan baslica yontemlerden
biridir (Karakirova ve Yordanov, 2015; Ambroz
vd., 2000). Diisiik dozlarda 1sinlama isleminin
numunelerde olusabilecek radyasyon hasarini en
aza indirgeme avantajina sahip olmasindan
dolayi, bu calismada maksimum 15 kGy doz
siddetinde 1sinlanmis amantadin hidrokloriir
(AH) ornekleri kullanildi (Gopal, 1977). AH,
parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal bir ajandir (Omara ve Amin,

2011). Literatir incelendiginde, parkinson
hastaligina bagh ilaclarin radyasyon
duyarliligmmi inceleyen EPR ¢aligmalarinin
sinirlt  sayida  oldugu  goriilmektedir. EPR
spektroskopisini kullanarak parkinson hastaligi
tedavisinde kullanilan selegilin ve pergolid
mesilat ilag numuneleri EPR spektroskopisi
yontemiyle incelenmistir (Koseoglu vd., 2003).
Calismada, 6rnekler i¢in baz1t EPR parametreleri
g = 2.0039, ag *? =2.1-1.8mT, a, = 1.5 mT, an
= 0.5 mT, ¢izgi genisligi (AH) = 0.6 mT ve g =
2.0033 olarak hesaplanmistir. Bugiin, parkinson
hastaligi goriilme oranlarinin sikligr gittikce
artmaktadir. Sonu¢  olarak,  parkinson
hastaliginin  tedavisinde kullanilan ilaglara
yonelik radyasyon duyarliligi  calismalari
oldukga oOnemli hale gelmistir. Bu nedenle,
belirli dozlarda 1sinlanan AH  Orneginin
yapisinda olusan serbest radikallerin radyasyon
duyarliligt incelenmis ve bu radikallerin
kimyasal  yapilar1  simiilasyon  programi
kullanilarak tespit edilmistir.

Materyal ve Yontem

Calisma amaci i¢in, AH numunesi, Sigma-
Aldrich firmasindan toz halinde satin alinmustir.
AH numunesinin  kimyasal formiili ve
molekiiler agirlig: tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. AH numunesinin kimyasal 6zellikleri

KIMYASAL  CioH;N.HCI
FORMUL

MOLEKULER  187.71 (g/mol)
AGIRLIK

MOLEKULER

YAPI NHz2 HCI
HI.'.
o
H

AH numunesi, 1785 Gy/Sa. doz hizinda ¢alisan
0Co-gama kaynag1 (izotop, Ob-Servo Sanguis)
ile 15 kGye kadar oda sicakliginda
isinlanmistir.  Numunede  olusan  serbest
radikallerin stabilitelerini takip etmek igin
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birka¢ ay boyunca belirli araliklarla EPR
spektrumlart kaydedilmistir. EPR Ol¢timleri, 1
mW mikrodalga giiciinde ¢alisan Jeol JES-
FA300 X-band EPR spektrometresinde, 9.2
GHZz'lik mikrodalga frekansinda
gerceklestirilmistir.  Simiilasyon spektrumlari
EPR-WINSIM:NIEHS simiilasyon programi
kullanilarak elde edilmistir (Nih 2012).

Bulgular ve Tartisma
Mikrodalga Calismasi

AH numunesinin mikrodalga doyum &zellikleri,
0-100 mW'lik mikrodalga gliciinde
incelenmistir. 15  kGy 1sinlanmis  AH
numunesinden elde edilen EPR spektrumlarina
birden fazla radikalden katki geldigi tespit
edilmistir. AH numunesinin kaydedilen EPR
spektrumundaki sinyal siddetlerinin mikrodalga
gliciine bagh degisimi sekil I'de gosterilmistir.
Sekil 1 incelendiginde, I sinyalinin mikrodalga
doyum ozelliklerinin I1 ve Is'ten oldukga farkli
oldugu goriilmektedir. I sinyalinin en iyi
uyumu logaritmik fonksiyonla (R?> = 0.9830)
gosterdigi, ancak I ve I3 sinyallerinin en iyi
uyumu polinom fonksiyonlariyla gosterdigi
belirlenmistir (R? = 0.9918, R? = 0.9945) (Polat
ve Korkmaz, 2006).
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Sekil 1. Isinlanmig AH numunesinin sinyal
siddetinin mikrodalga giiciine (P) bagh
degisimi. Sinyal 11(4), Sinyal I(m),Sinyal I3(*)

EPR Cahismasi

Gama ile 15 kGy 1sinlanmig AH numunesinin
kaydedilen EPR  spektrumu sekil 2'de
gosterilmistir. Deneysel spektrumlar
incelendiginde, asir1 ince yap1 Sabitlerinin
belirlenmesinin oldukga zor oldugu
gozlenmektedir. Bu nedenle spektroskopik
parametreleri elde edebilmek igin simiilasyon
metodu kullanilmustir.

Sekil 2. (a) 15 kGy wsinlanmis AH numunesinin
295 Kelvin sicakliginda kaydedilmis deneysel
EPR spektrumu

(b) ~CHCH- radikalinin simiilasyon spektrumu
(¢) —CH- radikalinin simiilasyon spektrumu
(d) -CHCH- +-CH- simiilasyon spektrumu

Sekil 2a incelendiginde gama ile 1sinlanmig AH
numunesinin 295 K’de kaydedilen {i¢ tepe
noktasina sahip EPR spektrumunun 14 mT'lik
bir alana yayildigi goriilmektedir. Spektruma
iki radikal tiirinden katki geldigi diisiiniilerek

radikaller radikal 1 ve radikal 11 olarak
etiketlenmistir. Sekil 2b’de ii¢li bir bilesen
gosteren simiilasyon spektrumu i¢in spin

hamiltoniyen parametreleri alcy = a@ch = 2.5
mT  olarak  hesaplanmistir.  Eslenmemis
elektronun bir o protonu ve bir  protonu ile
etkilesimi ~ sonucu  paramanyetik  merkez
-CHCH- radikaline (radikal 1) atfedilmistir.
Radikal I'in spektrumu 1: 2: 1 siddetine sahip
li¢ sinyal tepesine sahiptir. Simiilasyon yontemi
kullanilarak elde edilen singlet yapidaki
spektrum sekil 2c’de gosterilmistir. an = 0.69
mT ve cizgi genisligi AH = 0.55 mT olan bu
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spektrum, -CH- radikaline (radikal 1)
atfedilmistir. Radikal II' de an degeri ¢izgi
genisligine yakin oldugundan dolay1 dublet
yapida ¢oziinmesi gereken spektrumun singlet
yapida kaldigi belirlenmistir. Benzer singlet
yapidaki spektrumlar oda sicakliginda ve 77
K’de cesitli ilaglarda tespit edilmistir (Ambroz
vd.,, 2002; Basly vd., 1998). Deneysel
spektruma -CHCH-radikalinin katkis1 yaklasik
% 54.5 ve -CH- radikalinin katkis1 ise % 45.5
olarak hesaplanmistir. Radikal | ve radikal II’
nin similasyon spektrumuna toplam katkisi
sekil 2d'de verilmistir. Deneysel ve simiile
spektrum arasinda oldukea iyi bir uyum oldugu
goriilmektedir. Deneysel spektrumun g degeri g
= 2.0032 £ 0.0005 olarak hesaplanmstir.
Deneysel spektrumun g degerinin literatiirle
uyumlu oldugu gozlenmistir (Koseoglu vd.,
2003).

Doz-Cevap Calismasi

EPR spektroskopisi, i1smnlanmis numunenin
absorbe ettigi doz miktarin1 belirlemede ve
kalitatif tespit i¢in kullanilabilmektedir (Basly
vd., 1998). Bu nedenle artan radyasyon
dozunun  AH numunesinden elde edilen
spektrumlarin sinyal siddetleri lizerindeki etkisi
de incelenmistir. Artan radyasyon dozuna
ragmen, spektrum formunda higbir degisiklik
gozlenmemis, ancak sinyal siddetlerinde 6nemli
Olgiide artis meydana gelmistir. EPR spektrum
sinyallerinin tepeden-tepeye sinyal
siddetlerinde  gbzlenen artiglar, 1s1nlama
isleminden sonra numunede olusan serbest
radikal miktarinda artig oldugunu
gostermektedir. Farkli dozlarda 1sinlanmis
numunelerden elde edilen deneysel spektrumlar
ayri ayr1 incelendiginde, absorbe edilen
radyasyon miktar1 artmasina ragmen Olgiilen g
ve AH degerlerinde anlamhi bir degisiklik
saptanmamistir. AH numunesinin doz-cevap
egrisini elde etmek i¢in, 1, 4, 7, 10 ve 15 kGy
doz degerlerinde gama ile 1sinlanmis Ornekler
kullanilmustir. Sekil 3'te gosterilen isaretler (A,
m, ) deney sonuglarini tanimlarken; egriler ise
deneysel sonuglarina en yakin matematiksel
denklemleri ifade etmektedir.

3000 -

1500 -

N
ul
o
o

2000

1000 -

500 -

0 | ———e—to—h———A

0 5 10 15 20
Isinlama dozu(kGy)

Sinyal siddeti (keyfi birim)

Sekil 3. Isinlanmis AH numunesinin sinyal
siddetinin i1sinlama dozuna bagl degisimi
Sinyal 11(4), Sinyal I>(m),Sinyal I3(*)

Doz-cevap egrisini tanimlayan matematiksel
denklemleri belirlemek olduk¢a Onemlidir,
ancak bu se¢im icin tek bir analitik yontem
bulunmamaktadir (Aydas vd., 2008; Baasly vd.,
1997). AH o6rneginden elde edilen spektrumlar
incelenerek  yapilan  hesaplamalarda, I»
sinyalinin  doz-cevap  egrisinin  polinom
fonksiyonu ile en iyi uyumu (R? = 0.9511)
gosterdigi, ancak Iy ve Iz sinyallerinin en iyi
uyumu ise logaritmik fonksiyonlarla (R?> =
0.9747, R? = 0.9754) gosterdigi belirlenmistir.
AH Orneginin doz-cevap egrilerinin en iyi
uyumlu oldugu matematiksel fonksiyonlar tablo
2'de verilmistir.

Burada | ve D sirasiyla, EPR spektrumlarindan
hesaplanan sinyallerin tepeden-tepeye sinyal
siddetlerini ve numuneye uygulanan ismlama
doz miktarmi belirten sabitlerdir. Elde edilen
matematiksel denklemlerin literatiirle oldukga
uyumlu oldugu belirlenmistir  (Polat ve
Korkmaz 2008). AH orneginde I> sinyalinin
degisimi g6z Oniine alindiginda, 1sinlama
dozuna bagl sinyal siddetinin yaklasik % 95'lik
bir dogrulukla tahmin edilebilirken, bu oran Iy
ve I3 sinyalleri igin yaklastk % 97 olarak
hesaplanmuistir.
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Tablo 2. Isinlanmig AH numunesinin doz-cevap egrisi
i¢in hesaplanan matematiksel fonksiyonlar

Fonksiyonlar Parametreler Sinyall1 Sinyal Iz Sinyal I3
[=aebD a 39.264 1925 39.658
b 0.0663 0.0144 0.0596
R2 0.8244 0.7959 0.8709
[=aD+b a 45606 32.068 3.9848
b 33.205 19105 34.136
R2 0.9003 0.7872 0.9307
[=aln(D)+b a 39.697 34.127
b - -
8.5459 1.1792
R2 0.9747 0.9754
I=aD2+bD+c a - 3.3462 -0.226
0.3754
b 11.796 - 8.3409
21.883
c 4.6902 2048.1 16.969
R2 0.9689 0.9511 0.9644
[=aDb a 20.755 22.782
b 0.5917 0.5229
R2 0.9385 0.9582
Sicaklik Calismasi

15 kGy'de isinlanmis AH numunesinin, EPR
sinyal siddetinin ve g degerinin sicakliga bagli
degisimlerini incelemek i¢in 123-423 K sicaklik
araliginda  incelenmistir. Numune, oda
sicakhigindan 123 K'e kadar sogutulmus ve
daha sonra 423 K'e kadar yiikseltilmistir. Bu
sirecte  kaydedilen spektrum  sekillerinde
onemli degisiklikler gézlenmemistir. Ancak Iz
ve I3 sinyal siddetlerinde bazi degisiklikler
gozlemlenmistir. Cesitli sicakliklarda sogutma
ve 1sitma islemlerinin, 1sinlanmis numunede
yeni radikaller olusturmadigi, ancak numunenin
yapisinda olusan serbest radikal
konsantrasyonunu degistirdigi seklinde
yorumlanmustir (Colak ve Korkmaz, 2004). Her
ne kadar sogutma ve 1sitma islemleri elde edilen
spektrumlarda sinyal siddetlerini degistirmis
olsa da, deneysel spektrumun g-faktorii ve ¢izgi
genisligi lizerinde anlamli degisikliklere neden
olmadigi tespit edilmistir. 123-423 K sicaklik
araliginda elde edilen spektrumlarda I
sinyalinin siddetinde kayda deger bir degisiklik

gozlenmemistir. Bu nedenle, Sekil 4’teki
grafigi cizerken I1 ve I3 sinyalleri dikkate
alinmustir.
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Sekil 4. Isinlanmis AH numunesinin sinyal
siddetinin sicakliga bagl degisimi Sinyal 11(4),
Sinyal I3(*)

Sekil 4 incelendiginde; AH numunesi 123
K'den 373 K'e sitildiginda, Ip sinyalinin
siddetindeki azalma yaklagik % 62.7 ve I3
sinyalindeki azalma ise % 67.8 olarak
hesaplanmustir.

Soniim Calismasi

Ilaglarin 1s1nlanmasma bagli olarak olusan
sinyallerin raf Omrii boyunca test edilebilir
olmasi gerekmektedir. Bu amagla gama ile 15
kGy 1sinlanmis AH tozunda olusan serbest
radikallerin oda sicakligindaki kararliliklar:
incelenmistir. AH numunesinin  EPR sinyal
siddetlerinin oda sicakliginda zamana bagh
degisimi sekil 5'te verilmistir.

AH 6rneginin Iy, I2 ve I3 sinyallerinin bozunma
egrileri, sirastyla asagida verilen polinom ve
iistel regresyonlarla simiile edilmistir.

Serbest Radikal (%) [ =-0.0002(t?) - 0.3562(t) +
78,315 Sinyal I1 (R2=0.9799)

Serbest Radikal (%) [ = 1440.9¢-0:005(t)

Sinyal Iz (R?2=0.9972)

Serbest Radikal (%) [ = 0.0001(t?) - 0.4299(t) + 77,994
Sinyal I3 (R2=0.9706),
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Sekil 5. Isinlanmig AH numunesinin sinyal
siddetinin bekleme siiresine bagli degisimi

Sinyal 11(4), Sinyal I>(m),Sinyal I3(*)

Verilen denklemlerde I degeri sinyal siddetini, t
ise depolanma stiresini gostermektedir. 11 ve I3
sinyallerinin ~ polinom  fonksiyonuyla; |2
sinyalinin ise tistel fonksiyonla olan uyumu, AH
numunesinin 1simlanmasindan sonra yapisinda
en az iki farkli radikalin olustugunu bir kez daha
ortaya koymustur. Bu sonug, mikrodalga
doygunluk verisiyle ve simiilasyon sonucu elde
edilen verilerle uyum gostermistir [19]. AH
orneginin 1smnlama isleminin ardindan 150. giin
sonunda kaydedilen spektrumlari
incelendiginde; 11, I2 ve I3 sinyallerinin tepeden
tepeye sinyal siddetlerinin sirasiyla % 72, %
552 ve % 743 oraninda azaldig
hesaplanmaistir. Soniim  sonuglart  EPR
spektroskopisinin, 1sinlanmig AH numunelerini,
1sinlanmamis olan AH numunelerinden 150 giin

sonra bile rahatlikla ayirt edebilecegini
gostermistir.
Sonugclar
Gama ile 1smlanmis toz halindeki AH
numunesinin  radyasyon  duyarlilign  EPR
spektroskopisi  ve  simiillasyon =~ metodu

kullanilarak belirlenmistir. Gama ile 1sinlanmis
AH numunesinde simiilasyon yardimiyla elde
edilen EPR parametreleri sonucunda iki farkli
radikal (-CHCH- ve -CH- radikalleri) olustugu
kanaatine varilmistir. Numunenin mikrodalga-

doyum, doz-cevap ve soniim c¢alismalari da
1sinlama sonucunda yapida iki radikal olustugu
sonucunu desteklemistir. Isinlama sonucu
olusan paramanyetik tiirlerin stabilitesi 150 giin
boyunca kontrol edilmistir ve yapilan analizlere
gore, 1sinlanmig ve i1smmlanmamig  AH
numunelerini ayirt etmede EPR
spektroskopisinin olduk¢a etkili bir yontem
oldugu sonucuna varilmistir. Bu sebeple ilag
endistirisinde;  ilaglart  sterilize  etmede
kullanilan radyasyonun yikici etkisi sonucunda
ilaglarin kimyasal yapilarinda olusacak serbest
radikalleri belirlemede EPR spektroskopisi ve
simiilasyon metodu olduk¢a verimli sonuglar
ortaya ¢ikaracaktir.
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Investigation of free radicals formed in
gamma-irradiated amantadine
hydrochloride by simulation method

Extended abstract

In this study, gamma rays were applied to the
amantadine hydrochloride (AH) in the dose range of
1-15 kGy, in order to detect radiosensitivity of
paramagnetic species, which are formed after
irradiation by electron paramagnetic resonance
(EPR) spectroscopy. When the experimental spectra
of the gamma-irradiated sample were examined, one
strong signal (I,) and two weak signals at the left (I1)
and right (Is) of the strong signal were clearly seen,
while all signals were detectable for more than 150
days. The intensities of signals as a function of
microwave power were investigated in the range of
0.01 to 100 mW at 295 K. Subsequently, dosimetric
features of free radicals at low and high
temperatures induced by gamma irradiation were
determined. Furthermore, the g value and the
hyperfine coupling constants of the radical were
also calculated.

For the study purpose, AH sample was supplied
from Sigma-Aldrich in powder form. Powder of AH,
was irradiated at different doses of up to 15 kGy by
a °Co-y ray source at room temperature (293K) at
the Saraykoy Establishment of Turkish Atomic
Energy Agency in Ankara. EPR measurements were
carried out on samples at room temperature with a
Jeol JES-FA300 X-band spectrometer operating at
microwave power 1 mW, microwave frequency of
9.2 GHz.

Firstly the changes in signal intensities depending
on microwave power of AH sample, which is
irradiated by gamma rays within a dose of 15 kGy,
were investigated. Considering Figure 1, the curve
obtained from the signal labeled with I, showed a
logarithmic development, whereas curves labeled
with 11 and I3 showed polynomial development.
According to these datas, it is possible to think that
at least two types of free radicals are formed in the
AH sample after irradiation.

The EPR spectrum of gamma-irradiated AH
exhibited three signals with a spacing of 14 mT at
295 K (Fig. 2a). The spectrum in AH sample
indicated the presence of two different radical
species (radical 1 and II). The spectrum in Fig. 2b
may be attributed to a -CHCH- radical
(radical 1) due to the hyperfine interaction of the
unpaired electron with one a proton and one B
proton. The doublet of -CHCH- was not resolved

and only a broad singlet was determined as shown
in Fig. 2c.The contribution of the -CHCH- radical is
approximately 54.5 % and -CH- radical is 45.5 % to
the experimental spectrum.

The effect of increasing radiation dose on the
spectra of AH sample was studied. Sample
irradiated within certain intervals between 0-15 kGy
are used in order to obtain dose-response curves.
The signal intensities of the sample increased
significantly depending on increase in irradiation
doses. This proves that the increase in amount of
radiation absorbed by sample also increases the
number of free radicals formed in sample. In the
calculations, although the dose of irradiation has
reached up to 15 kGy, g spectroscopic splitting
factor and linewidth were determined to remain
approximately same.

The sample of AH irradiated at 15 kGy was studied
in the temperature range of 123-423 K to see the
variations of the EPR signal intensity and g factor.
The sample was cooled from room temperature
down to 123 K with 50 K steps and then the
temperature was increased up to 423 K with the
same increments. When the sample was heated to
373 K from 123 K, the decrease in the intensity of
signal 11 is about 62.7% and, signal 15 is 67.8% for
AH sample.

EPR spectra of AH sample was recorded at room
temperature within regular intervals in the daily
process of 150 days. In the spectra obtained, no
significant changes in the shape of EPR signals and
g values were observed, while significant decrease
was identified in the signal intensities. According to
spectra of AH sample recorded at the end of 150"
day after irradiation, peak to peak signal intensity of
I, signal was reduced by 55.2%, whereas it was
reduced by 72% for |, and 74.3 for Is.

It has been concluded that at least two types of free
radicals are formed in AH sample since peak to peak
signal intensity of I, showed different development
compared to I, and I; signals as microwave power
and radiation dose were increased. Investigation of
radical decay curves and simulation method also
support this result. The high correlation between
experimental results of the sample on the dose-
response curves and mathematical equations allows
us to calculate the signal intensity of the sample
obtained in any dose value.

In the pharmaceutical industry; the EPR
spectroscopy with simulation method can easily use
for determining the structures of free radicals in
drug compounds.
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