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. WSTEP

Cefepim - cefalosporyna IV generacji charakteryzgje szerokim zakresem dziatania
bakteriobdjczego wobec drobnoustrojow Gram-ujemny@ham-dodatnich, w tym wykazuje
aktywnas¢ w stosunku do wkszasci szczepdw opornych na aminoglikozydy i cefalogpgr
[l generacji. Do najwaniejszych wiaciwosci cefepimu nalgy jego szerokie spektrum
przeciwdrobnoustrojowe oraz vayikowa oporné¢ na dziatanief-laktamaz plazmidowych
I chromosomalnychCefepim stosowany jest gginie lub domésniowo w leczeniu gizkich
zakaen drog oddechowych, uktadu moczowego, zakaskory, tkanek nekkich, jamy brzusznej

I drégzotciowych. W uzasadnieniu zastosowania cefepimuaplach do oczu wzto pod uwag
szczegOlne wixiwosci przeciwdrobnoustrojowe cefepimu, zwlaszcza prwec wybitnie
niebezpiecznym dla oka szczepom z rodzBgseudomonasZaprezentowana w dysertacji
koncepcja technologii 1% i 5% recepturowych i gonystowych” kropli do oczu z cefepimem
jest propozygy nowatorsk, bowiem na polskim iswiatowym rynku farmaceutycznym
nie zarejestrowano do tej powadnej okulistycznej postaci leku z cefepimem o idnia
miejscowym. Ponadto w literaturze naukowej brakjgkichkolwiek informacji dotyczcych
recepturowych oraz handlowych, okulistycznych pdsiekow z cefepimem. Pierwsze naukowe
informacje dotycgce recepturowych kropli do oczu z cefepimem zostgdigane w publikacji:
,»Stability of cefepime in aqueous eye drops” (Riemie 2011, 66 (1) 17-23), stanauogj czs¢

prezentowanej dysertaciji.



ll. Cz¢sé teoretyczna

1. Nowoczesne postacie lekow okulistycznych o daalu miejscowym dosgpne
na rynku farmaceutycznym

1.1. Hydrozele do oczu

Zgodnie z definicg FPVI: hydrazele to ciecze hydrofilowezelowane za pomac
odpowiednich substancji wytwarzaych struktug sieciows.

Krople do oczu mag zawierg hydrazele w postaci gotowej (o konsystencji poistate
w opakowaniu) lub g to krople, ktorezeluja in situ po podaniu na rogowk Uktady
hydrazelowe tatwo mieszajsic z ptynem tzowym i nie powodsjdyskomfortu widzenia.

W technologii hydreeli do oczu stosuje spolimery naturalne, syntetyczne i pétsyntetyczne.
Sa to polimery 0 wyszej masie asteczkowej i wyszym s¢zeniu w stosunku do roztworow
wodnych o zwikszonej lepkéci [1,2].

Zele o konsystencji poistatej twarz m.in. pochodne celulozy (metyloceluloza,
hydroksyetyloceluloza,  hydroksypropyloceluloza 1 dioksypropylometyloceluloza),
takze alkohol poliwinylowy (PAV) i kwas hialuronowy wogtaci soli sodowej (HA).
Do tej grupy zalicza siréwniez poprzecznie usieciowane pochodne kwasu akrylowego,
tzw. carbopole, w przypadku ktérych gotowy hydromazna otrzyma po zobogtnieniu
kwasu poliakrylowego rozproszonego w wodzie [3-9].

Kwas hialuronowy jest polimerem o wtawosciach mukoadhezyjnych (bioadhezyjnych),
poniewa posiada zdoln@ niekowalencyjnego wkania st z czsteczkami mucyny -
glikoproteiny ptynu tzowego. Kwas hialuronowy jessktadnikiem budulcowym
wystepujacym naturalnie w ciele szklistym oka, dlatego wyljazzgodnéc¢ biologiczra, brak
wiasciwosci alergizupcych, dziata przeciwzapalnie i wptywa korzystnie regenerag
nabtonka rogéwki [10].

Polimery tworace zele in situ nosza miano tzw. inteligentnych polimeréw. Niektore
zmieniap konsysteng roztworu pod wplywem zmian temperatury, np. podokery
(polioksyetylenowane glikole polioksypropylenoweE®-PPO-PEQO), ktére w temperaturze
pokojowej do 25°C maj post& potptynm, a w temperaturze ciata ludzkiego (35-37°C)
zeluja. Opisano paiczenia poloksameru z chitozanem zastosowanie wchekd oczu

i zelujagce w podwyszonej temperaturze [11]. Do polimeraelujacych pod wplywem
wysokiej temperatury, czyli nie wrodowisku fizjologicznym, naley rowniez metyloceluloza
(40-50°C) i hydroksypropylometyloceluloza (75°C*@0). Udowodnionoze dodatek NacCl

zmniejsza temperateir zelowania metylocelulozy do 32°C-34°C i w przypadku
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hydroksypropylometylocelulozy do 40°C. W grupie zzkiow zelujacych pod wpltywem
temperatury znajdujeestez ksyloglukan [12].

Do polimerowzelujacych na skutek zmian pH naleoctanoftalan celulozy (CAP). Polimer
zeluje w pH fizjologicznym po patzeniu roztworu z ptynem tzowym. Do polimeréw
zelujacych pod wptywem zmiany pH niefizjologicznego zahcse carbopol (np. Carbopol
974P). W literaturze naukowej opisano guaienie carbopolu z hydroksypropylometylocelu-
loza (hypromeloz), ktéra zwekszyta lepkéé¢ zelu, co wydhiyto dziatanie leku do 8 h.
W niektérych przypadkach kropli z carbopolem praggaije s¢ roztwor niezobajtniony
lub stabo zobeajniony, ktéry pod wptywem pH ptynu tzowego ulegeaetowaniu [13].

W przypadku polimeréw wediwych na elektrolity, do zelowania dochodzi pod wpltywem
jondw sodu znajdagych s¢ w plynie tzowym (guma Gellan wytwarzana przez
Sphingomonas elodea technologia zastosowana preparacie Tiomptic XE) lub pod
wptywem obecnego tam lizozymu (guma ksantonowa \agpena przez bakterie
Xathomonas campestrdgechnologia zastosowana w preparacie Timolol GEZ)

W preparacie Betoptic pgizono polimer z wymieniaczem jonowym. Substancjgnoa
uwalnia s¢ na skutek wymiany jonéw sodu z ptynu tzowegtywica jonowymienm z kropli

hydrazelowych [14].

1.2. Inserty

Inserty, zapewniage przedhaone uwalnianiu substancji czynnej, definiuje gko posta
leku o konsystencji statej lub potstatej w ksztatkiazka, okagtego lub owalnego piécienia

o wielkasci dogodnej do aplikacji do oka [15]. Proces uwatié substancji czynnej z insertu
jest doktadnie okrdony i przebiega zgodnie z kinetyk rzedu, co powodujeze szybk&c¢
uwalniania substancji czynnej zmniejszasraz ze spadkiem jejgenia w insercie. Inserty
charakteryzuyj sie wieksz trwatascia w stosunku do kropli do oczu, zawiesin,sgiado oczu

i innych postaci leku zawiergjych wod. Ponadto nie zawiergagrodkdédw konserwujcych,
wigc nie wywotup dziatania draniacego. Problemy zwrane z zastosowaniem insertow,
bedace przyczya niezbyt popularnego stosowania ich w okulistycetydz sposobu
aplikacji, uczucia ciata obcego w oku oraz zabfurzédzenia. W przypadku insertow
o stabych wiéciwosciach bioadhezyjnych dodatkowym problemem jestptemieszczanie
sig po powierzchni gatki ocznej, co wzmaga uczuciergodenia i tzawienie oraz nie
powodowa wypadngcie insertu z oka. Erozja matrycy i rozpad insert@apuszczalnych
na mniejsze cgci skutkuje zaburzeniami widzenia. Do tego dochadizi¢ wysoki koszt

terapii w poréwnaniu z kroplami ocznymi [16].
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Ze wzgkdu na sposéb przygotowania oraz sktad, insertylidgie na rozpuszczalne,
nierozpuszczalne i ulegae biodegradacji.

W insertach rozpuszczalnych matryca ma charaktdrdfijowy, dlatego tatwo ulegajone
rozpuszczeniu w miejscu aplikacji. Plyn tzowy prik@ando matrycy insertu, rozpuszcza
substangj lecznica, ktéra nasipnie zostaje uwolniona na drodze dyfuzji. W tecbgol
insertdbw rozpuszczalnych stosujec giolimery naturalne, syntetyczne i poétsyntetyczne.
Jako naturalne polimery rozpuszczalne stosuge ksllagen, zelatyre i chityne. Inserty
kolagenowe zastosowano m.in. jakosmé& dla pilokarpiny, gentamycyny, deksametazonu,
cyklosporyny A, tobramycyny, wankomycyny, indomstag i 5-fluorouracylu [15].

Polimery syntetyczne i poisyntetyczne stosowane wsertach rozpuszczalnych
to m.in. pochodne celulozy i alkohol poliwinylowylq-18]. Sgzenia zastosowanych
polimeréw g jednak wysze nik w przypadku hydrzeli. Inserty potsyntetyczne otrzymuje si
metody ekstruzji lub tabletkowania. Substancja leczniaralniana jest na drodze dyfuzji
w wyniku naptywu ptynu tzowego do wtiza insertu. Przedhone uwalnianie substanciji
leczniczej naspuje na skutek powstania warstwiyelowej wokét rdzenia insertu.
W tej grupie insertow stosuje esidodatki innych polimerow jak etylocelulgz
poliwinylopirolidon (PVP), poliakrylamid oraz kopolery hydroksypropylocelulozy
z poliwinylopirolidonem albo alkoholu poliwinylowegz hydroksypropylometylocelulaz
lub akrylan etylu z poliwinylopirolidonem oraz estenalonowy poliwinylometyloeteru.
Do grupy insertow rozpuszczalnych naleNODS (z ang. New Ophtalmic Delivery System),
zawierajcy w systemie alkohol poliwinylowy [19].

Do insertow nierozpuszczalnych zalicza siserty osmotyczne i dyfuzyjne oraz soczewki
kontaktowe jako n@iki lekow. Inserty osmotyczne megby¢ przygotowane w wersji
jednozbiornikowej, gdzie substancja czynna znajgigjev polimerowej matrycy z dodatkiem
lub bez dodatku substancji osmotycznie czynnej. \&siv dwuzbiornikowej substancja
czynna i osmotyczna znajdugic w dwoch zbiornikach oddzielonych elastygzbtom.
Substancja czynna uwalniana jest z systemu zgodrkénetykys O rzzdu. W przypadku
insertow dyfuzyjnych obecnie na rynku farmaceutytandostpny jest system Pilo-20
lub Pilo-40 uwalniajcy pilokarpire z zaprogramowan szybkdacia 20ug/h lub 40ug/h
przez 7 dni.

Zastosowanie soczewek kontaktowych jakanikbdw leku polega na aplikacji specjalnie
przygotowanych szkiet rgkkich, ktore otrzymuje si na drodze polimeryzacji substancji
czynnej z mieszaninmonomerow. Soczewki na skutek chigria wody uelastyczniajsie,

dzigki czemu uwalnigj substang czynry [15].
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W grupie polimeréw stosowanych do produkcji insertdierozpuszczalnych stosujegc:si
2-hydroksylometakrylan pgtzony z n-winyl-2-pirolidonem albo octan etylenowazylowy

z alginianem i hydroksyetylometylometakrylanem odametakrylan glikolu etylenowego.
W badaniachin vitro zbadano przydatsé insertow biodegradowalnych, wykonanych
z zelatyny. Do wytwarzania insertow biodegradowalnygtkorzystuje s¢ rowniez poliestry:
poliwinylometylometakrylan (PVMMA) w pakzeniu zzelatym, hydroksypropylocelulagz

z poliwinyloalkoholem lub paiczenie poliwinyloalkoholu z Carbopolem 940. W celu
zwickszenia wiéciwosci mukoadhezyjnych insertdw nierozpuszczalnych azastvano
pofaczenie kwasu poliakrylowego (450kDa) z L-cystgintzw. PAAi-CYS insert.
Polczenia takie z dobrym skutkiem statyg sicsnikami lekédw m.in. o wiéciwosciach
przeciwzapalnych, np. diklofenaku sodu (RycinaRlycina 2) [20-21].

Odmiary insertéw, zapewniaga przedhione uwalnianie substancji leczniczejminitabletki

z matrya z hydroksypropylocelulozy i palmitynostearyniaricegrolu. Minitabletki powleka
sie mieszanin Eudragitow RL/RS. Minitabletki zastosowano jakémi& dla tymololu [22].

1.3. Uktady mikrokompartmentowe jako naniki lekéw do oczu

Uktady mikrokompartmentowe stosowane jako smki substancji leczniczych
to mikrocastki (mikrosfery i mikrokapsutki), nanoggtki (nanosfery i nanokapsutki),
liposomy, emulsje submikronowe i mikroemulsje ordfilizacyjny system do oczu,
czyli OLCS [23].

1.3.1. Mikroczastki i nanoczstki jako okulistyczna posta leku

W przypadku mikrocgstek i nanoczstek wykonanych z polimeréw epzniepcych
lub nierozpuszczalnych w wodzie, substancja le@anicdyfunduje 2z matrycy.
W uktadach wykonanych z polimeréw rozpuszczalnychlegapcych degradacii
w srodowisku wodnym ptynu tzowego, substancja leczmicmvalnia s§ na skutek erozji
matrycy. Substancja lecznicza z mikrokapsutek iokapsutek jest réwnie uwalniana
na drodze dyfuzji przez otoogk Szybkd¢ uwalniania substancji czynnej
z mikroczstek i nanocgstek zalena jest od tempa biodegradacji polimeru, coazame jest
z jego budow chemiczia oraz przestrzemn W technologii mikro- i nanogatek, obok
metody topliwej dyspersji zelowania, najogciej wykorzystuje s proces polimeryzacji
emulsji. Poréwnujc dostpnas¢ biologiczra w okulistycznych postaciach lekow obok kropli,
emulsji submikronowych oraz mikroggtek najlepsze parametry uzyskano w przypadku

nanocastek, ktére tworgz rozproszenia koloidalne [24].
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Rycina 1. (A) PAA;s-CYS insert bezpdrednio po aplikaciji
(B) PAA,s-CYS insert 8 h po aplikacji. Za zgoe Elsevier [16]

i i

elperige

Rycina 2. Porownanie wielkdci insertu przed nawilzeniem (lewa strona ryciny)
oraz po nawilkzeniu (prawa strona ryciny). Za zgod Elsevier [16]
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W postaci mikrosfer do oczu zastosowano m.in. asykl 5-fluorouracyl, metyloprednizo-
lon, pilokarpirg, piroksykam. Do nadania postaci mikrosfer wykotage chitozan,
kwas polimlekowy lub poliglikolomlekowy jak réwnie kwas hialuronowy, albuminy
i pektyny [25-31]. Do konstrukcji nanorozprosz@ajczsciej stosowanym polimerem
byt poli-e-kaprolakton obok innych takich jak: polibutylocgmakrylany, izobutylocyjano-
akrylany, albuminy oraz chitozan [32-33]. Chitozaostat zastosowany w zdych
pofaczeniach w poszczegolnych grupach nanorozpfostakich jak: nanoemulsje,
nanokapsuiki i nanoastki, w ten sposéb stalesnasnikiem dla wielu substancji leczniczych,
m.in. dla: cyklosporyny A, indometacyny, rapamycytiynololu, metipranololu, carteololu,
prednizolonu .

W formie nanoemulsji do terapii okulistycznej zdatavprowadzona cyklosporyna A.
Wydtuzenie czasu kontaktu substancji czynnej z rogpwkyskano rownie przez aplikagj
nanozawiesin z hydrokortyzonem, prednizolonem i sdaetetazonem. Badano wptyw
zastosowania mikrosferelatynowo-karagenowych na biodgstas¢ tymololu po podaniu
do oka. W kadym przypadku zastosowania mikro- i nargstek w postaci okulistycznej
uzyskano przeditone dziatanie substancji czynnej, a tym samym wzregektu

terapeutycznego [34-37].

1.3.2. Liposomy

W postaci liposomow wprowadzono do oka acyklowiazomtropig w formie siarczanu

i zasady. Zbadano réwrie liposomowe postacie penicyliny G, chlorowodorku
i azotanu pilokarpiny i octanu triamcinolonu. Ngjtz adhez¢ do rogowki wykazywaty
liposomy wielowarstwowe (MLV) obdarzone tadunkieroddtnim. Dz¢ki wprowadzeniu
pilokarpiny do formy liposomowej uzyskano ¢ksze obnienie cénienia srodgatkowego
niz w przypadku zastosowania wodnych kropli. W okytst zastosowano liposomy
powlekane 0,05% roztworem carbopolu, co wysglha stopiéd adhezji do rogdéwki i czas
przebywania w przestrzeni przedrogowkowej. W cel{leazenia opryszczkowego zapalenia
rogowki zaproponowanael liposomowy z inhibitorami DNA [dla wirusilerpes simplex

i Cytomegalovirug Udokumentowanoze niektére liposomowe postacie do oczu mog
wywotywa¢ podranienie. W przypadku dodatnio natadowanych liposonsiwierdzono
bolesné¢ w miejscu aplikacjiZadna posta okulistyczna zawieraga liposomy nie zostata

jak dotd zarejestrowana jako preparat @psty na rynku farmaceutycznym [15,38].
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1.3.3. Emulsje submikronowe

Emulsje submikronowe to uktady o/w, gdzie wiedkaozproszenia fazy olejowej wynosi
ponizej 1 pm. Zgodn& biologiczra uzyskuje si stosugc oleje rdélinne i lecytyre
jako emulgator. W postaci emulsji submikronowycktaaowano indometacgnpiroksykam

I pilokarpirg. W przypadku pilokarpiny - zastosowanie jej w ja@st emulsji
submikronowych wptyato korzystnie na obunenie cénieniasrédgatkowego, w poréwnaniu

z roztworem wodnym kropli [39-41].

1.3.4. Mikroemulsje

Dzigki zastosowaniu mikroemulsji w terapii okulistycgneyskano wzrost rozpuszczafco
sktadnikéw aktywnych oraz zwkszenie ich dogpnaici biologicznej i wydhienie czasu
dzialania. W postaci mikroemulsji zastosowano dmafenikol, diklofenak sodu,
indometacyn [42]. Jako substancje pomocnicze do technologkro@mulsji z pozytywnym
skutkiem whczono poloksamer, triacetyn glikol propylenowy (mikroemulsje
z diklofenakiem i piroksykamem). Stwierdzono 4-kwptwzrost dosgpnacsci tymololu

przygotowanego w postaci mikroemulsji po zastosawama rogowk in vivo.

W postactzelu mikroemulsyjnego z poloksamerem zastosowarodsefuracyl [43-48].

1.3.5. Liofilizacyjny system do oczusuche krople do oczu - OLCS

.»Suche krople do oczu” stanawliofilizat, ktory po zaaplikowaniu do oka ulegadzieleniu

od nanika. Liofilizat otrzymuje si przez rozpuszczenie substancji leczniczej
w roztworze polimeru o wkgiwosciach hydrofilowych, nagpnie wyjatowienie, liofilizacg

i osadzenie na hydrofobowym dmiku. W OLCS nie stosuje girodkow konserwujcych.
Jest to dogodna postdla substancji leczniczych o niskiej rozpuszczatndplikacja OLCS
nie stanowi problemu, poniewawystarczy dotka¢ paskiem polimeru zawietgym
substang czynra 0 brzeg powieki bez odchylania gtowy do tytu. Dg) pory w postaci
,,suchych kropli do oczu” zastosowano pilokarpittopikamid i fluoresceia[15].

1.3.6. Leki prekursorowe. Promotory wchianiania

Leki prekursorowe

W lekach prekursorowych aktywfo farmakologiczna wikgiwa dla substancji leczniczej
nastpuje w piynie tzowym po hydrolizie enzymatycznejbluchemicznej. Dzki
zastosowaniu lekéw prekursorowych w terapii okydghej uzyskuje si zwickszenie

wchtaniania substancji czynnej, a przy tym popraskutecznéci dziatania, co opisano
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w przypadku: m.in. deksametazonu, epinefryny, sdokdyny, prednizolonu i tymololu.
Zwicksza st stabilnag¢ leku jak w przypadku acyklowiru, tymololu i pilokany. Poprawia
si¢ takze rozpuszczalsé oraz zmniejsza dziatania niepdane np. stosagg prekursor

dla 5-fluorouracylu [14].

Promotory wchtaniania

Jako promotory wchtaniania poprawieg¢ dosgpncsé substancji czynnych w lekach
okulistycznych  stosowane ais EDTA, chlorek benzalkoniowy, heteroglikozydy
powierzchniowo czynne oraz sole kwasg@ciowych. Promotory wchfaniania zastosowano

w technologii kropli z atenololem, tymololem i bk$alolem [49].
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2. Cefalosporyny IV generacji

Cefalosporyny zostaty odkryte w 1948 r. przez wiegk naukowca z Sardynii, Giuseppe
Brotzu, ktory wyizolowat z hodowli grzyb@ephalosporinum acremoniunefalosporya C
bedaca prekursorem tej grupy antybiotykdéw. Brotzu wywrkowat, ze w pobliskiej zatoce
musz zy¢ mikroorganizmy hamgge namnaanie bakterii jelitowych, co spowodowato brak
zachorowa na dur brzuszny, ktéry endemicznie vepgiwat na tym terenie wskutek
zanieczyszczenigciekami. W dalszych badaniach Brotzu udowodis,filtrat pochodzcy

z wyhodowanych kultur péai zahamowat wzrosStaphylococcus aureugo zastosowaniu
u chorych powodowat wyleczenie z zaké& gronkowcowych oraz tyfusu. Poniesvarofesor
Brotzu nie miat meliwosci wyizolowania czystej substancji, dlatego zidéikbywanie
antybiotyku powierzyt grupie Floreya. Ostateczne yskanie cefalosporyny C
przez Abrahama i Newtona ngsto w 1953 r. Poszukiwanie nowych antybiotykow
cefalosporynowych rozpogto od kwasu 7-aminocefalosporanowego. Dzaalag)
na cefalosporyg C chlorkiem nitrozylu otrzymano iminolakton, ktéhydrolizuje do kwasu
7-ACA. Cefepim jako cefalosporyna IV generacji @psly jest na rynku farmaceutycznym

od roku 1997 roku wykznie w postaci pozajelitowej [50-54].

2.1. Budowa chemiczna cefalosporyn IV generacji

Cefalosporyny posiadaj 4 czionowy ukiad p-laktamowy, analogicznie do penicylin,

ale w odréanieniu od tej grupy - majwbudowany w casteczk szeciocztonowy uktad

dihydrotiazyny. Skondensowanie ukfaditlaktamowego z pidcieniem dihydrotiazyny

stanowi uktad 2-cefemu, tzw. ukiag-laktamowodihydrotiazynowy. Cefalosporyny

potsyntetyczne & obszera grum antybiotykow, otrzymamn przez dobdr odpowiednich

podstawnikdw do csteczki kwasu 7-aminocefalosporanowego. Modyfikacigemiczna

zwicksza rownie trwalcs¢ ukladu pB-laktamowego, co wplywa na dziatanie

przeciwdrobnoustrojowe. Zaleos¢ miedzy struktug a dzialaniem cefalosporyn

potsyntetycznych zauwsé mazna przez modyfikagj nastpujacych podstawnikow

(Rycina 3.):

» Ry przy G wplywa na aktywné&¢ przeciwbakteryjn, spektrum dziatania i oporio
wobecp-laktamaz bakteryjnych.

» R, przy G ostania ugrupowanigi-laktamowe przed rozktadem na skutek dziatania
B-laktamaz.

» Rs3przy G wptywa na farmakokinetyk trwatas¢ metabolicza i aktywnas¢.

» R4 grupy COOH przy gzwicksza lipofilowa¢ oraz dosipnasc¢ biologiczra.
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wigzanie B-laktamowe

Rycina 3. Modyfikacje casteczki cefalosporyn [50-51, 55]

Ze wzgkdu na rénice w aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej, oporfm na dziatanie
B-laktamaz, farmakokinetgk i kolejnaé¢ stosowania w lecznictwie, cefalosporyny
potsyntetyczne zostaty podzielone na 4 generacgfal@poryny IV generacji wykazyj
analoge w budowie do struktury cefalosporyn Il generao IV generacji cefalosporyn
zalicza st obecnie: cefpirom, cefepim, cefozopran, cefoselicefklidyne. Istotnym
elementem budowy cefalosporyn IV generacji jestriddowe ugrupowanie amoniowe
obdarzone fadunkiem dodatnim w pozycy &@az ujemnie natadowana grupa COQrkki
czemu czsteczka antybiotyku ma charakter jonu obojnaczdgw. (zwitterjon) i tatwiej
penetruje przez btony bakteryjne. BXi swojej strukturze cefalosporyny IV generacji
posiadag duwza aktywnad¢ w stosunku do bakterii Gram-ujemnych, wykazunaczma
opornG¢ na dziatanie B-laktamaz oraz tatwid w przenikaniu do pltynu mozgowo-

rdzeniowego. Na rycinie 4 przedstawiono strukithremiczi cefepimu.

.8 H.C
o N f\{H ;NT;\)NO - HCL - B0
\O o
|

COOH
CH

_ ’ _ICI

Rycina 4. Struktura chemiczna dichlorowodorku cefefmu
(6R,7R)-7-[((2Z)-(2-aminotiazol-4-ilo)(metoksyimingacetylo)amino]-3-[(1-metylopirolidynio)

metylo]-8-okso-5-tia-1-azobicyklo[4.2.0]okt-2-eno-Rarboksylan, dichlorowodorek jednowodny
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Wz6r sumarycznyC;gH26ClNgOsS,, HO; m.cz. 571,50;
Potsyntetyczny produkiochodzcy z procesu fermentacji;

Zawartg¢: od 97,0% do 102,0% (w przeliczeniu na bezwposimstane);
Wyaglad : biaty lub prawie biaty, krystaliczny proszek;

Rozpuszczalni@: substancja tatwo rozpuszczalna w wodzie (1:10)etanolu, praktycznie

nie rozpuszczalna w chlorku metylenu [56].

2.2. Mechanizm dziatania cefalosporyn 1V generacji

Cefalosporyny nale do grupy antybiotykowB-laktamowych, sid mechanizm ich dziatania
polega na hamowaniu synteggiany komérkowej, ktéra zbudowana jest z peptydaglu.
Cefalosporyny unieczynni@jenzymy uczestnigze w procesie powstawania muraminy
(podjednostki peptydoglikanu). Do enzyméw (biatekazacych penicyliny) blokowanych
przez cefalosporyny nalg transpeptydaza (karboksypeptydaza) i endopeptydeizktem
przytaczenia si cefalosporyn do biatek wiacych penicyliny jest liza komorki bakteryjnej.
Na skutek rozpadu komorki bakteryjnej wzrasta akigdé enzymow autolitycznych,
np. hydrolazy muraminy. Inhibitorami tych enzymdawsystpujace w komaorce bakteryjnej:
kwas lipotejchojowy oraz lipidy. Zweki te blokup dostp hydrolaz dasciany komdérkowej
bakterii. Antybiotyki cefalosporynowe hamunhibitory hydrolaz, co prowadzi do nasilenia
proceséw autolitycznych zachagych w komdérce drobnoustroju [57-59].

2.3. Cefepim - wplyw  widciwosci  fizykochemicznych  na  spektrum

przeciwdrobnoustrojowe. Zastosowanie w lecznictwie

Zgodnie z FPVIII dichlorowodorek cefepimu jednowgdstanowi biaty lub prawie biaty,
krystaliczny proszek, fatwo rozpuszc#dj sk w wodzie i metanolu, ale nierozpuszczalny
w chlorku metylenu. Roztwory cefepimu mogozni¢ sig zabarwieniem i w zalosci

od stzenia antybiotyku posiadakolor od bezbarwnego do ciemnobursztynowego. Qefep
znacznie odbiega budawhemiczi od innych cefalosporyn. Antybiotyk posiada niewiel
mas czasteczkow oraz ksztatt czsteczki i tadunek, ktére gwaramujatwaosé¢ transportu
przez btony biologiczne [52]. Antybiotyk wykazujeowinowactwo do trzech biatek
wiazacych penicyliny takich jak: PBP-3, PBP-1a i PBRI2igki czemu wykazuje aktywrio

w stosunku do bakterii wytwarzajych p-laktamazy typu Amp C (wielooporne szczepy
Enterobacter i Citrobactgrorazp-laktamazy o poszerzonym spektrum substratowynpli(feS
— wytwarzane m.in. przez niektére szczelgchierichia colii Klebsiella pneumoniae

[60-63]. Cefepim posiada przewagv stosunku do I, 1l i Ill generacji cefalosporyn
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ze wzgtdu na szerokie spektrum dziatania przeciwdrobnojastrego zaréwno na bakterie

Gram-dodatnie i Gram-ujemne. W poréwnaniu z cefadognami Ill generacji antybiotyk

wykazuje wyszs aktywna¢ przeciwbakteryjn, zwlaszcza wobec szczepdw opornych

I wytwarzapcych cefalosporynazy o poszerzonym profilu substvgin. Wykazano,

ze cefepim jest aktywny wobec szpitalnych zagka szczepamiEnterobacter cloacae

z tzw. derepresorowanym genem chromosomalnej cgfatgnazy, ktore nie magby¢

leczone innymi antybiotykamip-laktamowymi z wyjtkiem karbapenemdw. Ponadto

charakteryzuje sioporndgcia na dziatanief-laktamaz plazmidowych i chromosomalnych.

Spektrum dziatania przeciwbakteryjnego antybiotgkzedstawiono w tabeli 1.

Cefepim nie wykazuje aktywdoi w stosunku do enterokokéw, a #ak gronkowcow

metycylinopornych (MRSA), ponadto nie dziata naegaki Gram-dodatnie z gatunku

Listeria monocytogenesraz gram-ujemne pateczki beztlenowBacteroides fragilis.

Nie dziata réwnie na Clostridium difficile Antybiotyk nie powinien by stosowany

w leczeniu zakzen spowodowanych przeZnterococcus faecalikib Enterococcugaecium

oraz Stenotrophomonas maltophiligpoprzednia nazwa Xanthomonas maltophilia

i Pseudomonas maltophi)ia Cefepim mae by nieaktywny wobec penicylinoopornych

szczepOwStreptococcus pneumoniae

Ze wzgkdu na szerokie spectrum dziatania przeciwbakteggnevskazania kliniczne

do stosowania cefepimu (jako cefalosporynyn IV gaq@ u dorostych i dzieci obejmalj

0 ciezkie bakteryjne zakeenia dolnych drog oddechowych (zapalenie ptuc, leapa
oskrzeli) zarébwno szpitalne, jak i pozaszpitalne,

0 powiklane i niepowiktane bakteryjne zakaia ukladu moczowego (z odmiedniczkowym
zakaeniem nerek wicznie),

0 niepowiktane zakzenia skory i tkanek mkkich spowodowane prze3taphylococcus
aureus (szczepy wrdiwe na metycylir), Streptococcus pyogenes

0 empiryczne leczenie ggzki u chorych z neutropepi

0 zakaenia bakteryjne w obbie jamy brzusznej (rowniezapalenie otrzewnej, zapalenie
drégzoétciowych, infekcje trzustki),

0 bakteryjne zapalenie opon mozgowo-rdzeniowydbigseria meningitid)s

0 cigzkie zakaenia bakteryjne u pacjentéw dializowanych,

0 posocznica wywotana przezPseudomonas aerugingsapateczki z rodziny
Enterobacteriaceae Staphylococcus aureus(szczepy wrdiwe na metycyliR)
[64-77].
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Tabela 1. Spektrum dziatania przeciwbakteryjnego depimu [78-79]

Spektrum dziatania przeciwbakteryjnego cefepimu obejmuje:
Bakterie Gram- dodatnie:

0 Rodzaj Staphylococcus (S. aureus, S. epidermidis, S. hominis, S. saprophyticus)

0 Rodzaj Streptococcus (S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae, S. bovis)

0 Inne paciorkowce 3-hemolizujgce

0 Paciorkowce zieleniejqce
Bakterie Gram- ujemne:

0 Rodzaj Pseudomonas (P. aeruginosa, P. putida, P. stutzeri)
Rodzaj Klebsiella (K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae)
Rodzaj Enterobacter (E. cloacae, E. aerogenes, E. sakazakii)
Rodzaj Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris)

Rodzaj Citrobacter (C. diversus, C. freundii)
Escherichia coli

Acinetobacter calcoaaceticus

Aeromonas hydrophila

Rodzaj Capnocytophaga

Campylobacter jejuni

Gardnerella vaginalis

Rodzaj Haemophilus (H. ducreyi, H. influenzae, H. parainfluenzae)
Hafnia alvei

Morganella morganii

Moraxella catarrhalis

Rodzaj Neisseria (N. gonorrhoeae, N. meningitidis)
Pantoea agglomerans

Rodzaj Providencia (P. rettgeri, P. stuartii)

Rodzaj Salmonella

Rodzaj Serratia (S. marcescens, S. liquefaciens)
Rodzaj Shigella

0 VYersinia enterocolitica
Bakterie beztlenowe:

0 Rodzaj Bacteroides (z wyjatkiem B. fragilis)

Rodzaj Fusobacterium
Rodzaj Mobiluncus

Rodzaj Peptostreptococcus
Rodzaj Veillonella
Clostridium perfringens
Prevotella melaninogenica
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2.4. Farmakokinetyka cefepimu

Cefepim mage by podawany wycznie parenteralnie w postaci iniekcji agmych
lub domgsniowych. Antybiotyk bardzo dobrze przenika do wskigh naradow i tkanek
osihgajac dwe stzenia zwlaszcza w moczu, ptynie tkankowym, blofliezowej oskrzeli,
ptynie otrzewnowym i gcherzyku zétlciowym. Stzenie cefepimu w plynie ze stanem
zapalnym jest dwukrotnie wgze w porownaniu z ptynem bez stanu zapalnego.ngatha
dotyczicych kinetyki cefepimu wynikaze sredni okres pottrwanigpo dazylnym podaniu
antybiotyku wynosi ok. 2 godzin. Nie wykazano kuaaji antybiotyku w organizmie oséb
otrzymupcych daylnie dawki do 2,0 g co 8 godzin w czasie 9 dnitkGwaity klirens
antybiotyku wynosi 120 ml/min i jest zaley od dawki.Sredni klirens nerkowy cefepimu
osiaga warté¢ 110 ml/min, co wskazuje na nerki jako gt@wrog; wydalania antybiotyku.
Stezenie antybiotyku po podaniu dogdniowym jest rowne potowie gtenia uzyskiwanego
w czasie 30-minutowego wlewu #dgnego. Stopié wigzania cefepimu z biatkami wynosi
ok. 16,4%. Farmakokinetyka cefepimu nie ulega mmiaw przypadku chorych
Zz niewydolndcia watroby. Cefepim w 85% wydalany jest z moczem, z ozegoto
1% wydalane jest jako N-metylopirolidyna, 6,8% jaké-tlenek N-metylopirolidyny
i 2,5% jako epimer cefepimu.

Sredni okres poitrwania antybiotyku u pacjentow hdmatizowanych z cizka
niewydolnGcia nerek wynosi 13 godzin, w przypadku pacjentéw @odghych cigtej
ambulatoryjnej dializie otrzewnowej czas ten wy@lust do 19 godzin. Dospnasé
biologiczna cefepimu po podaniu dagmiowym u dzieci w wieku od 2 m-cy do 11 lat
(dawki pediatryczne 50 mg/kg m.c. co 8 lub co 1d8zyo w zalenaosci od rodzaju zakeenia)
wynosita srednio 82%. Nie wykazano zaleosci wiasciwosci farmakokinetycznych leku
od wieku i ptci, jedynie u pacjentbw w wieku povey 65 rokuzycia zaobserwowano
wydtuzenie okresu péttrwania i zmniejszony klirens nerigowostosowanie dawkowania
cefepimu zalecane jest jednak tylko w przypadkuueadnia czynnei nerek. Terapia
cefepimem trwa 7-10 dni i e ulec wydtieniu w przypadku bardzo gikich infekciji.
Wielkos¢ dawkowania i odgpy czasowe w zammosci od stanu zakania przedstawiono
w tabeli 2 [80-84].
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Tabela 2. Dawkowanie cefepimu u dorostych i dziegiowyzej 40kg przy prawidiowej czynngci nerek
w zaleznosci od stanu zakaenia i drogi podania [60]

Lekkie - . .
i umiarkowanie Zakazenia lekkie Zakazenia
Rodzaj zakazenia R - i umiarkowanie Zakazenia cigzkie bardzo cigzkie
cigzkie zakazenia Lo . e .
cigzkie i zagrazajacezyciu
uktadu moczowego
Wielko§é pojedynczej 0,5-1,0¢9 1049 209 2,009
dawki i droga podania i.v. lub i.m. i.v.lub i.m. i.v. iv.
Czestos¢ podawania col2h col2h col2h co8h

2.5. Dziatania niepdadane i przeciwwskazania do stosowania cefepimu
Po podaniu pozajelitowym antybiotyk na ogét jesbide tolerowany.

» Dziatania niepgadane zwizane z podaniem antybiotyku objawiagic najczsciej
jako reakcje nadwediwosci (swiad, wysypka, pokrzywka, duszéiy anafilaksja),
ponadto mog wystktpowa zaburzenia zotadkowo-jelitowe (nudnéci, wymioty,
biegunka, zaparcia, béle brzucha, zaburzenia smalekomobtoniaste zapalenie jelita
grubego, niewielkie przemijge zwikszenie aktywngci aminotransferaz w osoczu),
zaburzenia ze strony OUN (béle, zawroty glowy, ptage).

e Dziatanie niepgadane ze strony ukladu moczowego to nefrotoksy&zno
w tym srédmiazszowe zapalenie nerek.

* Inne problemy zwizane ze stosowaniem cefepimu to kandydoza jamyejsionczka
polekowa, rozszerzenie nadzkrwionasnych, reakcje miejscowe, w tym rumijebdl
w miejscu wstrzykricia (podanie domgéniowe) i zapalenieyt (podanie daylne) oraz
zapalenie pochwydwiad naradow piciowych.

e Zaburzenia hematologiczne zwane z zastosowaniem antybiotyku objammog Sie
eozynofilia, matoptytkowdcia, neutropeni i niedokrwist@dcia hemolitycza. Wystpic
moze rownie updledzona agregacja ptytek krwi i zaburzona syntezgnmikdw
krzepngcia zalenych od witaminy K.

« Spaywanie alkoholu podczas terapii cefepimem wywotheigkcg disulfiramows.

» Stosowanie cefepimu me negatywnie wptywana wyniki oznacze diagnostycznych:
glukozy w moczu, aktywni@i aminotransferazy alaninowej i asparaginianowejzo
alkalicznej fosfatazy. Powoduje wzrosktz@nia catkowitej bilirubiny, niedokrwistd,
eozynofili, wydtuzenie czasu protrombinowego i tromboplastycznegaatio wynik
testu Coombs’a bez hemolizy, wzrostzshia azotu mocznikowego i kreatyniny

a takze leukopeny, neutropery, trombocytoperi.

24



* Antybiotyk jest przeciwwskazany u pacjentéw: z neahiwoscia na cefepim
lub ktomkolwiek substanegj znajdujca sic w skladzie preparatu, z nadvdigvoscia
na cefalosporyny, penicyliny i inne antybiotyklaktamowe oraz u os6b zidy postaci
alergii.

* Podczas leczenia cefepimem zaorozwira¢ sig rzekomobtoniaste zapalenie jelita
grubego pod wptywem toksyny nadmiernie naguorego patogenGlostridium difficile.

* Nie ustalono dotychczas bezpiegtgBva podawania cefepimu kobietomezgrnym
i matkom karmicym, dlatego cefepim powinien &ystosowany w czasie gy tylko
w przypadku zdecydowanej konieczoo (kategoria stosowania leku wagy (B))
[60, 85].

W literaturze naukowej w ostatnich latach opisadokumentowane przypadki encefalopatii

po zastosowaniu cefepimu u pacjentow z dysfunkgrek. Pierwsze objawy encefalopatii

u pacjentow z przewlekiniewydolngcia nerek po dgylnym podaniu cefepimu w postaci

zaburzé swiadomdaci oraz drgawek klonicznych ggini zaobserwowano po okoto 6 dniach

od momentu rozpogeia terapii lekiem. Zaburzenia w OUN zostaly potamone badaniami

EEG wykazugcymi u tych pacjentow niekonwulsyjne stany epilegtye, co doprowadzito

do przerwania terapii cefepimem. Przeprowadzoneraacje kliniczne dowodgz ze leczenie

cefepimem pacjentow z niewydokuis nerek mae doprowadz do encefalopatii pomimo
dostosowania dawki do stanu pacjenta [86-88]. Yahaspotpracownicy przedstawili dane
na temat bezpiecastwa pozajelitowego stosowania cefepimu w warunkklmicznych
przez 10 ostatnich lat. Wyniki przedstawione w postaportu wskazajna wysgpowanie

wiekszej smiertelngci u pacjentéw leczonych cefepimem fglimie lub domésniowo) w

poréwnaniu z innymi antybiotykanfl-laktamowymi. Ustalenie przyczyny i potwierdzenie

faktu wyzszej$miertelngci wymaga dalszych baflaco aktualnie jest przedmiotem bada

FDA we wspotpracy z producentem leku Bristol-MeySgiibb [89-90].

2.6.Preparaty handlowe zawierapce cefepim

Doskpnym na polskim rynku farmaceutycznym preparatenmdizavym zawieraicym

cefepim jest Maxipime®inj. Preparat Maxipime jesftoja mieszanin jednowodnego
dichlorowodorku cefepimu i L-argininy. L-arginin&st dodawana do preparatu wsdo
0,725 g na kady gram antybiotyku w celu utrzymania pH gotowyoltworéw antybiotyku
w granicach 4,0-6,0. Maxipime m® by podawany wycznie pozajelitowo, w postaci

wstrzykni¢ dazylnych i domgsniowych. Od lipca 2011 roku dichlorowodorek cefepim
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jest dostpny rowniez w preparacie Cefepime Kabi®inj., ktéry wykazuje&itdam skiad

jakosciowy i ilosciowy jak wykorzystany w badaniach Maxipime®injadela 3) [60, 91].

Tabela 3. Wielkas¢ dawek preparatu Maxipime® inj. zarejestrowanego wPolsce

fiolka fiolka fiolka
Skiad proszku
500 mg 19 249
Jednowodny dichlorowodorek cefepimu
. . ) 500 mg 1lg 29
(w przeliczeniu na cefepim)
L-arginina (substancja pomocnicza) 725 mg/g cefepimu

2.7. Zgodnd¢ cefepimu z substancjami leczniczymi i pomocniczymi

W literaturze naukowej zwrécono uwaga zgodné&t cefepimu z wieloma substancjami
leczniczymi i pomocniczymi stosowanymi w warunkadimicznych. Dla przykiadu cefepim
w postaci handlowej do iniekcji (Maxipime inj.) vakresie stzen 1- 40 mg/ml jest zgodny
Zz 0,9% roztworem chlorku sodu, z 5% i 10% roztwarglukozy, z roztworem mleczanu
sodu do wstrzykiwma z 5% roztworem glukozy w 0,9% roztworze chlorlads, z ptynem
Ringera z mleczanami w 5% roztworze glukozy. Stideno rownie zgodnd¢ cefepimu
po rozpuszczeniu w wodzie z dodatkiem parabendkvei®na przez producenta trwato
roztworéw antybiotyku z tymi ptynami wynosi 24 hguzas przechowywania w temperaturze
pokojowej lub 7 dni w temperaturze’@ W tabeli 4 zestawiono zgoditoi trwatosé
roztworow cefepimu z lekami i ptynami do wlewdw stavanymi w lecznictwie zamkgtym
[60].

Niezgodnd¢ chemiczim lub fizyczra cefepimu stwierdzono w przypadku actenia
antybiotyku z metronidazolem, wankomyayngentamycyn, siarczanem tobramycyny,
siarczanem netylmycyny. Ponadto pod wdgim chemicznym antybiotyk jest niezgodny
z erytromycyn, midazolem, aminofilim i N-acetylocystein. Niezgodné¢ fizyczm
wykazano rownig w przypadku paiczen cefepimu z piritramidem, fenytain nikardypira,
dobutamia (wytracenie osadu wygbowato tylko przy daych stzeniach dobutaminy:
250 mg/ml) [92-93].
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Tabela 4. Trwato §¢ i zgodnai¢ roztworéw Maxipime inj. z innymi lekami i ptynami do wlewdw

Stezenie Okres trwatosci roztworu
cefepimu Dodawany lek Ptyn do wlewu
w przeliczeniu i jego skzenie dozylnego
na Maxipime inj. temp. pokojowa 4°C
Amik .
4,0% mikacyna 24h 7 dni
6 mg/ml
T—— 0,9% NaCl
0,4% ota lub 24 h 7 dni
chi kJ. ; 5% roztwor
orek potasu .
9 lukoz
0,4% 10-40 mEg/ml g y 24 h 7 dni
Klindamycyna .
0/- 0,
0,4%-4,0% 0,25-6 mg/ml 24 h 7 dni
Teofilina .
0,
0,4% 0,8 mg/ml 24 h 7 dni
icyli 5% roztwo
4.0% Ampicylina b roztwor 8h 8h
1 mg/ml glukozy
Ampicylina
0,
4,0% 10 mg/mi 2h 8h
4,0% Ampicylina 24 h 48 h
1 mg/ml
4,0% Ampicylina 0,9% NaCl 8h 48 h
10 mg/ml
Ampicylina
0,
0,4% 40 mg/ml 8h 8h

2.8. Ocena stabilnéci cefepimu w roztworach wodnych
Nienaruszone fiolki z cefepimem powinny dyprzechowywane w temperaturze od 2°C
do 25°Ci chronione przedwiattem. Istnieje maiwosé ciemnienia proszku z cefepimem
w czasie przechowywania. Zgodnie z deklaygomoducentawiezo przygotowane roztwory
wodne cefepimu magby¢ bezbarwne lulidtte, co jest zalme od zawartai antybiotyku.

W Farmakopei Polskiej VIII oraz USP 32, jak i w HBur. 6 nie podano okresu
trwatosci cefepimu w roztworach wodnyctPrzyjmuje st, ze antybiotyk mana uzna
za trwaly w danych warunkach badaniagjejego rozktad jest nie wgzy niz 10%.
Wyniki bada dotyczcych trwatdci cefepimu, przeprowadzonych do tej pory swdecie,
wskazuj na niestabilng antybiotyku w roztworach wodnych. Udokumentowano,
ze na szybk& rozktadu cefepimu w roztworach wodnych wpltyw menperaturagswiatto,
sklad rozpuszczalnika, pH, ¢genie antybiotyku oraz rodzaj opakowania. Maksimum
trwatosci antybiotyku wystpuje przy pH 4,0-6,0. Antybiotyk jest rowniewyjatkowo
wrazliwy na dziatanie wysokiej temperatury Ewiatta. W roztworach wodnych
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w temperaturze pokojowej cefepim jest trwaty ok@ godzin, natomiast w temperaturze
4°C jego trwaté¢ wynosi 7 dni. Rozkladowi antybiotyku w pod#szonej temperaturze
towarzyszy wzrost pH i zmiana barwy roztworow narslatynowa lub czerwon.
Udokumentowano,ze cefepim jest nietrwaly w roztworach zasadowyctazorsilnie
kwasowych. Badania wykazalyze rozkiad antybiotyku nagiuje po 30 minutach
w 1 molowym kwasie solnym w temp. 80°C. W czasimihuty antybiotyk rozktada i
w 0,2 molowym roztworze wodorotlenku sodu w ter@@°C. Vassilis Evangelou inni
dowiedli, ze znacznie szybciej cefepim rozkiadac sv roztworach zasadowych mi
w kwasowych [94-96].

Zmiana barwy roztworow cefepimu odzwierciedla stapgiozktadu antybiotyku. Ciemnienie
roztworéw podczas przechowywania zmane jest z rozkladem antybiotyku. Im isye
stezenie antybiotyku i im wikszy jego rozkiad, tym barwa roztworu jest ciensue]
(od bezbarwnego do brunatnego) [97-98].

Ze wzgkdu na rozkiad cefepimu w roztworach wodnych w trakich przechowywania,
udowodniono,ze nie ma maiwosci podania cefepimu w 5-12% roztworach vagtym
wlewie daylnym przy temperaturze otoczenia 20-37°C. Tnéatd>95%) cefepimu
w badanych roztworach wyniosta 24 godziny w temipegza 25°C, 14 godzin w temperaturze
30°C i okoto 10 godzin w temperaturze 37°C ¢ niz 10% antybiotyku ulegto rozktadowi
podczas przechowywania badanych roztworéw przeagd?2 godzin w temperaturze 37°C.
Udokumentowano réwniewyrazny wzrost pH oraz pojawienie ¢siczerwono-fioletowego
zabarwienia badanych roztworéw z cefepimem [99].

Trwatos¢ 10% i 20% roztworow cefepimu w 5% glukozie, 0,9%ztworze NaCl
oraz w jalowej wodzie do wstrzykiwiazbadano podczas przechowywania w trzecmyéh
warunkach temperaturowych. Stab#fo antybiotyku w 5% dekstrozie, 0,9% NaCl
I wodzie do wstrzykiwa okreslona zgodnie z warunkami przechowywania wyniostadfi

w temperaturze -20°C; 7 dni w temperaturze 4°Q drdzieé w temperaturze 22-24°C [100].
Dla poréwnania przeprowadzono badanie tréctocefepimu w stzeniu 0,8% w 5%
roztworze glukozy i w 0,9% NaCl. Roztwory cefepimmamknete w pojemnikach
z polietylenu przechowywano w temp. 24+2°C przytelg swiatta oraz w temperaturze
4+2°C w miejscu bez dagiu swiatta. Stabilné¢ roztworéw cefepimu, niezaisie
od rozpuszczalnika, przechowywanych w temperatdi@ewyniosta 15 dni. W temperaturze
24+2°C w roztworze 0,9% NaCl cefepim byt stabilngggz 72 godziny, a w roztworze
5% glukozy przez 48 godzin [101].
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2.9. Przeghd wybranych metod instrumentalnych, zastosowanych a identyfikacji

jakosciowej i ilosciowej cefepimu w matrycach r@nego pochodzenia

W tabeli 5 przedstawiono przedlmetod zastosowanych do analizy jadowej i ilosciowej

cefepimu w postaciach farmaceutycznych oraz xmyéh matrycach biologicznych.

Tabela 5. Wybrane metody instrumentalne do identyKacji jakosciowej i ilosciowej cefepimu
w matrycach réznego pochodzenia [102]

Metoda Metoda wg USP 32 - metoda HPLC, chromatografia pajonowych

Faza stacjonarna Kolumna C18 (300 mm x 3,9 mm)
5,76 g soli sodowej kwasu pentanosulfonowego razmeio w 2000 ml wody.
Fazaruchoma | Doprowadzono do pH 3,4 za pomdodowatego kwasu octowego, a rastie do pH 4,0
za pomog roztworu KOH. Gotowy roztwor patzono z acetonitrylem (94:6) i odgazowanho
za pomog ultradzwiekow.
Detektor Detektor UV-VIS diugéé fali 254 nm
Czas retencji

Brak danych wg Farmakopei Ameryiskiej

(min)
PEIEIE Przeplyw fazy ruchomej 2 mi/min, wspdtczynnik ogommia (TF) nie wicej niz 1,7,
analizy ilos¢ polek teoretycznych (N) nie mniejznl 500
Literatura [103,104]
Oznaczanie cefepimu i metronidazolu w roztworze wag/m
Metoda

- chromatografia par jonowych

Faza stacjonarna Kolumna fenylowa (100 mm x 4,6 mm, ziarngu®)

S6l sodowy kwasu 1-pentanosulfonowego rozpuszczono w wodzisedenia 0,015 M/I.

Faza ruchoma Gotowy roztwor doprowadzono do pH 3,4 za pomiodowatego kwasu octowego

i nastpnie do pH 4,0 za pomae5% roztworu KOH. Przygotowany rozpuszczalnik
pofaczono z acetonitrylem w stosunku 94,5:5,5 (v/v).

Detektor Detektor UV-Vis dt. fali 280 nm

Czas retencji
tr= 6,9 min dla cefepimugt 2,3 min dla metronidazolu

(min)
Przeptyw fazy ruchomej 1,5 ml/min.
PV Parametry uzyskane: LOD=63 ng/ml i 125 ng /ml odigoinio dla metronidazolu
analizy i cefepimu; wspotczynnik retencji k=6,2; #iopoétek teoretycznych N=1947-F1,38,
Rs=9,39
Literatura [103,105]
—— Oznaczanie cefepimu i grapefloksacyny w moczu pacj®w z bakteryjnym
etoda
zakazeniem dr6g moczowych - metoda HPLC w gradiencie.
Faza stacjonarna Kolumna C18 (250 mm x 4 mm) LichroCart

Acetonitryl: 0,1M bufor fosforanowy o pH 3 : 0,01Mztwor n-oktyloaminy.
Stosunek rozpuszczalnikéw zmienny w czasie analizy:
Faza ruchoma 8:46:46 (6 min)
36:32:32 (6 min)
Najkorzystniejsze parametry rozdziatu uzyskano gtpgunku wagowym rozpuszczalnikw
wynoszcym 8:46:46 (2 min)

Detektor Detektor diodowy (DAD), dt. fali 259 nm dla cefepin278 nm dla grapefloksacyny
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c.d. Tabeli 5.

Czas retencji

tr=4,03 min dla cefepimu
tr=8,85 min dla grapefloksacyny

(min)
e Przeplyw fazy ruchomej 0,5 — 2,0 ml/min , optymaprgeptyw 1,3 ml/min
analizy LOD=1,0pug/ml; LOQ=3,3ug/ml; Rs=2,31 dla cefepimu
Literatura [103,106]
S Oznaczanie cefepimu, wankomycyny i imipenemu u paentow z rozlegtymi
etoda

oparzeniami - metoda HPLC

Faza stacjonarna

Kolumna Supelcosil LC 18 (250 mm x 4,6 mm)

Faza ruchoma

0,075 M bufor octanowy o pH 5 i acetonitryl w stoku 92:8 (v/v)

Detektor

Detektor UV dtugéc fali 230 nm

Czas retencji

tr= 9,3 min dla cefepimugt17,4 min dla wankomycynyz £22,7 min dla imipenemu

(min)
Parametry Szybka¢ przeptywu fazy ruchomej: 0,8 mi/min
analiz LOD= 0,4ug/ml
Y LOQ= 0,8ug/ml
Literatura [103,107]
o Oznaczanie cefepimu i cefazoliny w osoczu i dializee pacjentéw z niewydolnécia
etoda

nerek poddawanych dializie otrzewnowej i hemodialie - metoda HPLC w gradiencie

Faza stacjonarna

Kolumna monolityczna C18 (200 mm x 4,6 mm) OnyxeRmenex

Faza ruchoma

Metanol: 10mM bufor fosforanowy o pH 7
Stosunek rozpuszczalnikbw zmienny w czasie analizy:
20:80 (3 min)
90:10 (6 min)
20:80 (7 min)

Detektor

Detektor UV-Vis dtugéc fali 254 nm

Czas retencji

tr=3,4 min dla cefepimu

(min) tr=5,8 min dla cefazoliny
Parametry
anallzy Przeptyw fazy ruchomej 1,0 ml/min; LOD=1y@/ml (dla cefepimu i cefazoliny)
Literatura [103,108]
Metoda Oznaczanie trwatdci cefepimu w roztworach do wlewu daylnego-metoda HPLC

Faza stacjonarna

Kolumna Lichrocart 100 RP-18 (125 mm x 4 mm)

Faza ruchoma

Bufor octanowy (pH 4,8) i acetonitryl w stosunku B0 (v:v)

Detektor

Detektor diodowy (DAD), dt. fali 257 nm

Czas retencji

(min) tr=2,7 min
Parametry Przeptyw fazy ruchomej: 1,0 ml/min
analiz LOD= 0,1pg/ml
Y LOQ= 1,0ug/ml
Literatura [101,103]
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c.d. Tabeli 5.

Metoda

Oznaczanie cefepimu w osoczu, ptynie mézgowo-rdzemiym i moczu — metoda HPLC

Faza stacjonarna

Kolumna LiChropher 100 -RP18 (250 mm x 4,0 mm)

Faza ruchoma

10mM bufor fosforanowy (pH 7) i metanol w stosunk5:25 (v/v)

Detektor

Detektor diodowy (DAD), diugé& fali 256 nm

Czas retencji

(min) tr=2,8 min
Przeptyw fazy ruchomej:
el 1 ml/min — do oznaczania cefepimu w osoczu i moczu,
analizy 0,5 ml/min — do oznaczania cefepimu w ptynie mézgadzeniowym
Rozdzielczé¢ Rs> 2,0
Literatura [103,109]
Metod Oznaczanie cefepimu i L-argininy w preparacie do iiekcji Maxipime
etoda
- spektrofotometria drugiej pochodnej
Spectrofotometr UV
Aparatura Kuweta kwarcowa 1 cm,
Prébki do analiz rozpuszczono w wodzie destylowanej
PEIEIE Szeroké¢ szczeliny 2 nm
pomiaru Szybka¢ skanowania 45nm/min
Dtugosé fali 201 nm dla l-argininy
Diugosé fali Dwie diugdici fal dla cefepimu 239 nmi 254 nm
Prawo Lamberta- Beera zostato spetnione dizesia powyej
50 pug/ml dla cefepimu i 22g/ml dla L- argininy.
Literatura [110,111]
Vetod Oznaczanie cefepimu i L-argininy w preparacie do irekcji Maxipime - strefowa
etoda
elektroforeza kapilarna (CZE)
Aparat do elektroforezy kapilarnej
Kapilara silikonowa (5@m x 64,5 cm)
Temp. kapilary 30°C
Napicie przytzone na kapilar 30 kV
Aparatura Detektor Diodowy (DAD), dhugé: fali 195 nm
Bufor do analizy 40mM bufor diwodorofosforan sodaptbwadzony kwasem fosforowym
do pH 2,3.
Wzorzec wewatrzny: I-histydyna.
LOQ= 3,0ug/ml dla I-argininy, LOQ= 6,@ug/ml dla cefepimu
Parametry LOD= 1ug/ml dla cefepimu,.LOD._=ag/mI dla l-argininy
i Czas migraciji:
pomiaru Dla cefepimu :10,27-11,48 min
Dla l-argininy 5,21-5,46 min
Literatura

[110,112]
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c.d. Tabeli 5

Oznaczanie cefepimu oraz substancji pochodnych- mea HPLC w gradiencie

Metoda
Faza stacjonarna Kolumna Acclaim 120C RP18 (250 mm x 2,1mm, ziarpon3
Faza ruchoma A:CH3CN:5mMKH,PQ, (pH =5,0) 6:94
B: CH;CN:5mMKH,PQ, (pH =5,0) 50:50
Detektor Detektor UV-ViS dk. fali 254 nm

Czas retendj! tr=6,95 min dla cefepimug 9,39 min: zanieczyszczenie F wg Ph. Eur.

(min) tr=15,0 min: zanieczyszczenie A/415,0 min: zanieczyszczenie B
Parametry Przeptyw fazy ruchomej: 0,2 ml/min, Rozdzielégz&s> 2,0
analizy Wspoitczynnik ogonowania - hie mniej nk 1,7 dla cefepimu

Polki teoretyczne: N nie mnieni500 dla cefepimu

Literatura [103,113]

W monografii: ,,Cefepimi Dihydrochloridum Monohydricum”zawartej w FPVIII
nie przytoczono metody HPLC do oznaczania zaweirtoefepimu. Wyej wymieniona
monografia zawiera meted do oceny tasamdci antybiotyku (spektrofotometria
w podczerwieni) oraz metodHPLC do analizy zanieczyszezen tym N-metylopirolidyny
[56].

3.0. Produkty rozktadu cefepimu

3.1. Dotychczasowy stan badianad produktami rozktadu cefepimu

Badania nad trwakeia cefepimu, prowadzone wcaeej, potwierdzaj, ze szybkdé¢ rozktadu
cefepimu zaley od temperatury. Ekspozycja naviatto rOwniez przyspiesza ten proces.
Podczas przechowywania roztworow cefepimu qupage zmiana ich zabarwienia.
Pocatkowo bezbarwne lub lekkadite roztwory zmieniaj kolor nazoétty, bursztynowy,
a w wyzszych s¢zeniach nawet na czerwony i brunatny. Rozkladowegehu towarzyszy
zmiana odczynu jego roztworow. Badania wykazaéyzmiana pH roztwordéw cefepimu jest
zalezna od temperatury (podobnie jak szybkaozktadu antybiotyku). Ponadto produkty
rozktadu o charakterze zasadowym, przyczyciagk do wzrostu pH, przyspiesaaproces
degradacji cefepimu. Mechanizm rozktadu cefepimusradowisku wodnym opiera i
na reakcji hydrolizy, aminolizy, alkoholizy, a ppadku ekspozycji ndwiatto - fotolizy.
Prawdopodobny rozkiad cefepimu w roztworze glukapgtat okrélony przez Sprautena
I wsp. metod spektrometrii masRozktad cefepimu rozpoczyna; sidfaczeniem casteczki
N-metylopirolidyny w pozycji R2 oraz otwarciem pieienia p-laktamowego. Otwarcie
pierscienia cefemu powoduje powstanie dwdéch kolejnyabdpktow rozpadu, jeden z nich
zostat zidentyfikowany jako: 2-[((2-amino-4-tiadol (metoksyimino) acetylo)amino]
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acetaldehyd. Schemat rozktadu cefepimu w roztwgta&ozy przedstawiono na rycinie 5
[114-115].
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Rycina 5. Schemat degradacji cefepimu w roztworzegkozy

1 - cefepim
2 - przegciowy produkt rozpadu powstdly przez otwarcie piécieniap- laktamowego po odtzeniu
sk czasteczki N-metylopirolidyny (NMP)
3 - N-metylopirolidyna
4 - przefciowy produkt rozpadu przed otwarciem g@enia cefemu
5 - gtéwny produkt rozktadu: 2-[((2-amino-4-tiadol(metoksyimino)acetylo)amino]acetaldehyd
6 - produkt rozktadu cefepimu powstey po otwarciu pigcienia cefemu
3.2. N-metylopirolidyna jako gtowny produkt rozktadu cefepimu
Zawarta¢ N-metylopirolidyny (NMP) wptywa na czysié jego roztworow. NMP znajdaga
sigc w preparacie cefepimu do wstrzykitvamoze by toksyczna. W Farmakopel
Amerykaiskie] (USP 32) okrdono limit NMP, ktérej zawart& nie mae przekrocz§
wiecej niz 1% w preparacie do iniekcji i nie ggej niz 0,3% w samym chlorowodorku

cefepimu. Wedtug Farmakopei Polskiej VIII poziomnexzyszczenia N-metylopirolidgn
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w chlorowodorku cefepimu nie powinien przekro€z9,5%. Nie okrgono tu limitu
zanieczyszczenia NMP w preparacie do iniekcji. Nyhopirolidyna jest bezbarwn tatwo
palm ciecz o charakterystycznym (bardzo nieprzyjemnym) amiyrowzapachu. Roztwory
wodne NMP w szeniu 0,1% posiadajpH = 11,3 (Rycina 6) [56, 104]. Toksyc&do
N-metylopirolidyny okrélona w karcie charakterystyki zawiera r@stjace dane [116]:

1. LDsgdla szczurpo podaniu doustnym wynosi 280 mg/kg m. c.

2. Kontakt z drogami oddechowymi powoduje podhianie bton sluzowych, kaszel,
duszndci oraz absorpejsubstancji.

3. Kontakt ze skay powoduje oparzenia i trudno gog st rany.

4. Bezparedni kontakt z oczami powoduje oparzenia i stwayzgko Glepnicia.

5. Spaycie substancji powoduje poparzenie jamy ustnejgiga przetyku oraz dalszych
odcinkéw przewodu pokarmowego. Istnieje nawet ryzyberforacji przetyku oraz
zotadka.

6. Ponadto NMP wywiera dziatania ogodlnoustrojowe tajalk: mdiaci, zawroty gtowy,
wymioty, biegunka.

7. Zmieszanie N-metylopirolidyny z azotynami lub kwasazotowym skutkuje powstaniem
rakotwaorczych nitrozoamin (udowodniono w badaninatzwierztach).

W badaniach na matpach wykazane,podawanie N-metylopirolidyny w dawce wyngsz|

50 mg/kg m.c. przez okres 30 dni powodowato wpsnie ataksji oraz zeza podczas

eksperymentu i po jego zakzeniu. Dobowa dawka eksperymentalna podawana matpo

byta 25 razy wiksza ni zawartd¢ N-metylopirolidyny uwalniana podczas leczenia
cefepimem w dawce 6,0 g na dplzakiadajc, ze antybiotyk ulegt 10% rozkladowi.

Zastosowanie wnszych dawek NMP w przebiegu eksperymentu nie spowatb

wystgpieniazadnych znacgych objawdw [93].

LA

N

CHs

Rycina 6. N-metylopirolidyna - struktura chemiczna[116]

Lipofilowy charakter czsteczki N-metylopirolidyny powoduje,ze szybko penetruje

do tkanek organizmu. W badaniach na szczurach sastmo znakowan weglem

34



radioaktywnym **C N-metylopirolidyr;, ktorej stzenie w cigu kilku minut po iniekcji
dozylnej w wybranych tkankach (ptuca, sercetnoba, czerwone krwinki, m6zg) byto prawie
takie samo lub wisze ni w osoczu. W czasie 24 godzirk &2-96% dawki cefepimu
znakowanego wglem *C zostato wykryte w moczu, z czego 86% wpstwato w postaci
niezmienionej, a 12% jako N-tlenek N-metylopirolidy i 2% jako czysta
N-metylopirolidyna. W badaniadn vitro w obecnéci enzymow mikrosomalnych komérek
watroby szczura wykazangze w czasie 1h 2/3 zawasth N-metylopirolidyny zostato

przeksztatcone w N-tlenek N — metylopirolidyny [11%8].

3.3. Oznaczanie N-metylopirolidyny w postaciach lekwv z cefepimem

N-metylopirolidyna zapewnia cefepimowi bardzo dplpenetrag do wretrza komorki
bakteryjnej, ale rownie stanowi jeden z gldbwnych produktow rozktadu andyu,
0 udokumentowanym niekorzystnym wptywie na orgamiadzki.

W Farmakopei Amerykeskie] (USP 32) i w Farmakopei Polskiej VIl zapropwovano
metod wysokosprawnej chromatografii cieczowej do oznaiaN-metylopirolidyny
w postaciach leku zawiergjych cefepim.

Metoda oznaczania NMP wg USP 32 polega na zastosowavysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekckonduktometrycza Eluent stanowi mieszanina 0,01M
kwasu azotowego z acetonitrylem w stosunku 10@yhkek¢ przeptywu wynosi: 1 ml/min.
Rozdzialu chromatograficznego dokonuje sa kolumnie jonowymiennej (6 mm x 5 cm,
ziarno 5um, L52 — zgodnie z oznaczeniem USP 32 ). Roztwdabwy przygotowuje giprzez
rozpuszczenie 0,1g cefepimu w 10 ml 0,01M kwasutaezego. Roztwor wzorcowy
przygotowuje si przez rozcigczenie 0,16 ml NMP wagddo 100 ml. Do 4 ml otrzymanego
roztworu dodaje si 96 ml 0,01M kwasu azotowego. Oba roztwory nasujg/ksk
na kolummr w objtosci 100ul. [104].

Farmakopea Polska VIII do oznaczania zawartoN-metylopirolidyny przytacza,
analogicznie jak w USP 32, metpavysokosprawnej chromatografii cieczowej z detgkcj
konduktometrycze wraz z identycznymi parametrami analizy oraz afamichom

| stacjonara. Sposoby przygotowania roztworu badanego i wzoegmwv rownie
nie odbiegaj od tych zaproponowanych w USP 32.zRi@a polega tylko na wigzej
zawartéci NMP w roztworze wzorcowym (0,25% wg FPVIII ) araa whczeniu do analizy
roztworu wzorcowego b, w ktérym znajduje: firolidyna. Roztwory wzorcoweaézy sk

ze sola (5ml:5ml) i nastrzykuje na kolureri56].
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Podana metoda HPLC 2z detekcjkonduktometryczm zostatla opisana réwrie
w Farmakopei Japskiej, przy czym zmodyfikowano tam skiad séoowy fazy ruchomej,
poniewa 0,01M kwas azotowy i acetonitryl mieszag siv stosunku 99:1. Opisan
w literaturze naukowej wadmetody farmakopealnej przeznaczonej do oznaczZsM®
jest przede wszystkim zbyt diugi czas analizy gdorébki oraz dga zmienné¢ czasu
retencji dla NMP. Wskazano réwiiena niestabilng cefepimu w roztworze o wadai

pH = 2. Dlatego jako alternatywaproponowano oznaczanie NMP w preparatach cefepim
metody chromatografii gazowej. Zgodnie z zaleceniami dpalay NMP metod
GC przygotowano 2% roztwor cefepimu w chloroformgewczéniejszym zmikronizowaniu
antybiotyku w  madzierzu, dodaniu 1ml roztworu wzorca weManego
(0,5 ml pirydyny/1000 ml chloroformu) i rozéiezeniu w kolbie miarowej do wymagane;j
objctosci. Faz stacjonara stanowita kolumna polidimetylosiloksanowa (grébéimu 5 um)

o wymiarach 60 m x 0,53 mm. déikos¢ gazu nénego przy zalecanej temperaturze kolumny
100°C i uktadu oraz detektora 250°C wynosita: a#@tml/min, woddr 4 ml/min, powietrze
100 ml/min. Detekeg przeprowadzono zzyciem detektora ptomieniowo - jonizacyjnego
(FID). Objgtos¢ probki do nastrzyku wynosita L. W zastosowanej metodzie uzyskana
wartas¢ granicy wykrywalnéci i granicy oznaczalrsgi dla NMP wyniosty odpowiednio:
0,3 pg/ml i 1,12 pg/ml. Zalgtzastosowanej metody GC jest 28ya czutéé, mniejsza
czasochtonn&@ oraz weksza stabilnét czasu retencji [119].

Do oznaczania pochodnych pirolidonu (m.in. N-matydolidyny) zaproponowano roéwnie

z dobrym skutkiem met@dmikroekstarkcji do fazy statej w p@izeniu z chromatografi
gazovwys (HS/SPME-GC/NPD, Headspace solid phase microextraction and gas
chromatography-nitrogen-phosphorous detecfigh20].

Metoda elektroforezy kapilarnej z detekclJV okazata si przydatna do oznaczenia
zawartdci N-metylopirolidyny w preparatach do iniekcji za@najacych cefepim. Rozdziatu
sktadnikbw preparatu, tj. cefepimu, L-argininy ordg-metylopirolidyny dokonano
w termostatowanej (25°C) kapilarze silikonowej (p0n x 64,5 cm, diuggé drogi
detekcji = 56 cm). Jako bufor zastosowano 10 mMtwor kreatyniny doprowadzony
do pH 3,8 za pomac kwasu mrowkowego, przy statym nagpiu wynosacym 30kV

i dlugasci fali detektora rownej 225 nm. Oznaczona zawarfdMP w probce cefepimu
miescita sk w granicach 0,1-2,0% [121].

Oznaczenie ilsciowe NMP w cefepimie dokonano metpodHPLC w gradiencie
ze zmodyfikowan detekcy konduktometryczp (CSRS 300-2mm, recycle mode, 100mA).
W badaniach zastosowano kolumr{CS 17,2 x 250 mm) z prekolumnlonPac
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(CG 17,2 x 50 mm), ktértermostatowano do temp.40°C przy przeptywie fazghome;
0,40 ml/min. Uzyskane gtenie NMP na podstawie analizy trzech niezayeh prob
wynosito 0,236+0,003% [122].

4.0 L-arginina jako sktadnik handlowej postaci lekuz cefepimem

L-arginina jest dodawana do chlorowodorku cefepicelem doprowadzenia preparatu
do wartdci pH wynoszcych od 4,0 do 6,0. Na kde 1,0 g chlorowodorku cefepimu dodane
zostato 0,725 g L-argininy. Dgti takiemu podczeniu antybiotyk mze by wprowadzony
do ustroju drog dazylng lub domgsniowa (Rycina 7).

Rycina 7. Struktura L-argininy

Zgodnie z danymi zawartymi w FPVII, Ph.Eur.6. i BS32 pod wzgidem
fizykochemicznym L-arginina stanowi biaty, krystainy proszek lub bezbarwne krysztaty.
Substancja tatwo rozpuszczg sv wodzie, natomiast bardzo trudno w etanolu, yckiie
wcale nie rozpuszczacesiw eterze. L-arginina nie jest higroskopijna. Paddasuszeniu
w temperaturze 105°C w czasie 3 godzin traci nigcey niz 0,5% masy. Roztwory wodne
L-argininy wykazuy pH silnie alkaliczne [123-124]. Sole L-argininyakte jak
chlorowodorek, asparginian, cytrynian i glutaminian bezpdrednio wykorzystywane
w lecznictwie. Arginina w postaci proszku wykazdjabr trwatos¢ i odpornd¢ na czynniki
srodowiskowe natomiast musi bychroniona przedwiattem. W wysokiej temperaturze,
np. podczas ogrzewania L-arginina nie uleggjolimeryzacji rozktada sido tlenku wgla,
dwutlenku wegla, tlenku azotu i chlorowodoru [125-130].
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lll. Cel pracy

1. Opracowanie technologii 1% i 5% w/w recepturolwykropli do oczu z cefepimem
i okreslenie trwatdci kropli przechowywanych w temperaturze 4°C i 20p0przez
wyznaczenie czasu (dni), w ktérymestnie cefepimu w kroplachellzie utrzymywato si
na poziomie nie uszym niz 90% pocztkowego stzenia.

2. Opracowanie i walidacja metody HPLC dostmwego oznaczania cefepimu w 1% i 5%
recepturowych i ,,przemystowych” kroplach do oémiezo sporadzonych oraz w czasie ich

przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C.

3. Ocena wplywu niezlminych w skiadzie kropli substancji pomocniczych
(rozpuszczalnikdw, substancji  bufagoych, substancji  zwkszapce] lepkde,
substancji konserwagych), temperatury przechowywania oraze¢zehia cefepimu
na wigciwosci fizyczne oraz trwalk cefepimu w 1 % i 5 % kroplach recepturowych.

4. Opracowanie sktadu i metody spauzania rozpuszczalnikodw przeznaczonych do 1 % i 5%
~przemystowych” kropli z cefepimem z oldleniem ich trwaléci testem przyspieszonego
starzenia i testem dtugoterminowym zgodnie z wytyeai ICH oraz badaniami skuteczon

przeciwdrobnoustrojowearodkow konserwujcych w rozpuszczalnikach z ich zavwdia.

5. Ocena trwatéci cefepimu w 1% i 5% kroplach do oczu w wersjagnizemystowych”
sporadzonych z zastosowaniem rozpuszczalnikiwezo sporadzonych oraz poddanych

badaniom trwaléci testem przyspieszonego starzenia wg ICH.
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V. Czesé doswiadczalna

1. Materiat do badan

1% i 5% w/w recepturowe krople do oczu z cefepimem.

Roztwory substancji pomocniczych zastosowane w 1%% w/w kroplach
z cefepimem w wersjach recepturowych (bufory cyagowe, roztwory alkoholu

poliwinylowego, 0,04% roztwor boranu fenylertowego).

Rozpuszczalniki przeznaczone dla 1% i 5% kroplirzemystowych” swiezo

sporzdzone, poddane testowi przyspieszonego starzemag$€:cy, w temperaturze.
40°C £ 2°C i RH 75% *= 5%) oraz poddane badaniombilstasci testem
diugoterminowym (12 m-cy w temperaturze 25°C + 2RH 60% + 5%).

1% i 5% ,,przemystowe” krople do oczu z cefepimeporzadzone naswiezo
przygotowanych rozpuszczalnikach oraz na rozpuszigzah poddanych wczgiej
testowi przyspieszonego starzenia przez 6 rugsw temperaturze 40°C + 2°C
I RH 75% + 5%.
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2. Substancje pomocnicze i odczynnikizyte do badai

Tabela 6. Odczynniki i substancje pomocnicze zastoswane do bada

Nazwa substancji pomocniczej lub odczynnika

Nr serii i producent

Maxipime®in;j. fiolki-proszek do sporzadzania wstrzyknieé
dozylnych i domigsniowych zawierajacy w fiolce 1 g
chlorowodorku cefepimu i 0,725 g L-argininy.

Serie: 6017385, 8E37309,
6F17413, 7D214609.
Bristol-Myers Squibb

Chlorowodorek cefepimu — wzorzec wg USP 301097636

GOD116.,WCG Standards
UK.Dystrybutor: Promochem,
Polska,

L-arginina

1261773, 21206077,
Fluka Biochemika

Kwas cytrynowy 1.hydrat cz.d.a

0562 09 06, POCH S.A. Gliwice

Cytrynian sodu FPVI cz.d.a

0713 07 05, POCH S.A. Gliwice

Alkohol poliwinylowy (PVA) m.cz. 72000 cz.d.a

734892424,POCH S.A., Gliwice

Alkohol B-fenyloetylowy cz.d.a

017K0670, Sigma-Aldrich, Niemcy

Boran fenylorteciowy

S366137, Sigma-Aldrich, Niemcy

Chlorek benzalkoniowy

190158, MP, Biomedicals, INC

Dioctan chlorheksydyny

41930065, Caelo Caesar and Lorg
GmBH, Germany

Tiomersal

41617.147, Caelo Caesar and Lor¢

GmBH, Germany

Kwas 1-pentanosulfonowy, sél sodowa
do chromatografii jonowo-asocjacyjnej (czysté¢ do HPLC)

K 37614504 802
Merck KGaA, Germany

Wodorotlenek potasu (czysté¢ do HPLC)

0725701019
J.T. Baker, Holland

Kwas octowy lodowaty (czysté& do HPLC)

0705205009
J.T. Baker, Holland

Acetonitryl (czystos¢ do HPLC)

0822/02/09
POCH S.A., Gliwice

Metanol (czystégé¢ do HPLC)

0731012026
J.T. Baker, Holland

Uracyl (czystas¢ do HPLC)

130614321407039
Fluka, Germany

Woda do HPLC o przewodndci do 0,05 uS (25°C)

Aparat System Synergy Millipore,

Francja

Bufor Hamilton Durcal, pH 4,01+0,02 1312829, gamll_ton,_ Bonaduz A6,
zwajcaria,

Bufor Hamilton Durcal, pH 7,00+0,02 1314185, gamll_ton,_ Bonaduz A6,
zwajcaria,
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3. Sprzet i aparatura

Tabela 7. Aparatura i sprzgt uzyty do badan

Nazwa sprztu lub aparatury

Producent
i parametry sprzetu
lub aparatury

Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC Shimadzu
Moduty:
Automatyczny podajnik prébek z chtodzeniem
(SIL-20A/20AC)
Piec do kolumn z chtodzeniem (CTO-20A/20AC)

Shimadzu Corporation

Pompa dwuttokowa do gradientu wysoko- Japonia
i niskocisnieniowego (LC-20AD)
Detektor diodowy (SPD-M20A)
Degazer (DGU-20A5)
Mieszalnik
Oprogramowanie LC-Solution do sterowania zestawem
Kolumna Gemini 250 x 4,6 mm, ziarno 5 pm,
. Phenomenex
porowatosé 110 A
Spektrofotomet UV-VIS V-530 Jasco Tokio
WPT 3C

Waga precyzyjna 3 kg

Radwag, Polska

Waga precyzyjna 720 g

WPS 720/C/2
Radwag, Polska

Waga proszkowa

WPS 110/C/2
Radwag, Polska

Waga analityczna Sartorius Expert

Max 220g, d=0,01mg
LE 225 D Niemcy

pH-metr

CP-502
Elmetron, Polska

Elektroda pH-metryczna

SienTix 22, Niemcy

Osmometr

800 cl 497
Trident Med.S.C.
Polska

Wiskozymetr Hopplera

KF-10
Medington, Niemcy

Gestosciomierz DENSITO

n 30PX
Mettler Toledo,
Szwajcaria

Mikropipeta LM-100

100ul, LabMate
Btad doktadndci
+0,8%,
PZ HTL S.A. Warszawg
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Mikropipeta LM-1000

100-1000pl, LabMate
Btad doktadndci
+0,6%,
PZ HTL S.A. Warszawg

Plyta grzewcza @ 8cm
SGK-1 Conbest Polskg
taznia wodna dwustanowiskowa MLL 147
z AJL Electonict Krakow
Zestaw do gczenia mikrobiologicznego Sartorius z buy Woulffa 500ml Pomp;éﬁ?ﬁyﬂl%%

Aparat do otrzymywania wody do HPLC

System Synergy®UV
Millipore Corporation
Francja

Sterylizator na suche gosce powietrze

SP-65W
Wamed Polska

Suszarka laboratoryjna

SUP-100M
Wamed Polska

Chtodziarka farmaceutyczna

Zakres temperatur
2°C-20°C
MED-288 Philipp
Kirsch Niemcy

Laboratoryjny sterylizator parowy

AS 446 WPA
Spoétdzielnia
Mechanikéw SMS
Polska

Komora laminarna

BTE/AHC-4A1
Esco Singapur

Komora laminarna

POLON KL-21
Esco Singapur

Naczynka pomiarowe Osmo-Krio

Trident Med, Polska

Wialki Chromacol LTD

United Kingdom

Zakr ¢tki Chromacol LTD

United Kingdom

Filtry Chromafil PET - 45/15 MS d=15 mm

Macherey Nagle GMBH

Destylator wody DE 870

Telmed, Warszawa

42



4. Przygotowanie oraz ocena wkiwosci fizykochemicznych roztworow substancii
pomocniczych zastosowanych w badaniach

4.1. Skfadniki i sporzadzanie roztworéw buforowych przeznaczonych do receprowych
1% i 5% (w/w) kropli do oczu z cefepimem

Tabela 8. Sktadniki buforu cytrynianowego I, Il oraz IlI

Sktadniki buforéw Bufor | Bufor Il Bufor Il
Cytrynian sodu dwuwodny 10201 mM | 20402mM | 51,005 mM
(mM/kg) ' ' '
Kwas cytrynowy jednowodny 714 mM 14.28 mM 357 mM
(mM/kg) ’ ’ ’
Woda destylowana (g) ad 1000,0 ad 1000,0 ad 1000,0

Przygotowanie buforow I, 111 1l :

Do wytarowanych zlewek przeniesiono odwae z dokladniia do 0,01g przepisane fo
cytrynianu sodu i kwasu cytrynowego. W potowie pmizanej ilédci wody rozpuszczono
cytrynian sodowy. Analogicznie przygotowano roztwkvasu cytrynowego. Gotowe roztwory
potaczono, wymieszano i przgszono przezagzek ze szkia spiekanego typu Schott G-3. Bufory
rozlano do butelek infuzyjnych, zamkto korkami gumowymi oraz metalowymi kapslami
i wyjatawiano w autoklawie w temperaturze 121°Cga@r20 min przy nadgémieniu 101,4 kPa.
Oceny jakéciowej kazdego z buforéw dokonano zarowno przed jak i po foyyeeniu.
Wyniki bada przytoczono w tabeli 9.

Tabela 9. Wiaciwosci fizykochemiczne buforéw cytrynianowych I, 11 111

Bufory Przed wyjatowieniem Po wyjatowieniu
Cisnienie Cisnienie
F B oceny osmotyczne pH ceEll osmotyczne pH bl
izykochemicznej (mOsm/l) roztworu (mOsml) roztworu
Bufor | 301,0 6,24 bezbarwny, 298,3 6,20 bezbarwny,
+1,5 +0,05 przezroczysty +2,00 +0,02 przezroczysty
Bufor Il 590,2 6.11 bezbarwny, 586,1 6,05 bezbarwny,
+3,0 +0,01 przezroczysty +1,15 +0,01 przezroczysty
Bufor Il 170,0 6.25 bezbarwny, 167,2 6,20 bezbarwny,
+1,0 +0,01 przezroczysty +3,46 +0,01 przezroczysty
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4.2.Sktad i sporamdzanie roztworow alkoholu poliwinylowego (PVA) przenaczonych
do 1% i 5% (w/w) recepturowych kropli do oczu z cefpimem

Do recepturowych kropli do oczu ze zmodyfikowalepkacia w kazdym przypadku

zastosowano alkohol poliwinylowy (m.cz. 72000). &kt roztworéw alkoholu

poliwinylowego przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Sktadniki 4% i 6% roztworow PVA

Sktadniki roztworéw PVA (g)

Stezenie PVA —
Alkohol poliwinylowy | Woda destylowana

w rotworach pomocniczych

m.cz. 72000
4% 40,0 ad 1000,0
6% 60,0 ad 1000,0

Przygotowanie 4% i 6% wodnych roztworow PVA:

W wytarowanym naczyniu na powierzcnwody o temperaturze 20°C wsypywano powoli,
mieszajc, przepisam ilos¢ alkoholu poliwinylowego. Naczynie ogrzewano przés h
na wrzcej tazni wodnej, caty czas miesaaj Po ochtodzeniu do temp. 20°C, uzupetniono
wyparowam Wock i roztwor przegczono przezg&zek ze szkta spiekanego typu Schott G-1.
Po godzinie zmierzono pH, soienie osmotyczne oraz lepko Roztwory rozlano
do butelek infuzyjnych, zamkgo gumowymi korkami oraz metalowymi kapslami
i wyjatawiano w autoklawie w temperaturze 121°Qgar 20 min przy nadaiieniu 101,4 kPa.
Po wyjatowieniu ponownie zbadano pH,srgéenie osmotyczne i lepké Wyniki bada

przytoczono w tabeli 11.

Tabela 11. Wiaciwosci fizykochemiczne 4% i 6% roztworéw PVA

Roztwér 4% PVA

Przed wyjatowieniem
Cisnienie Lepkosé Cisnienie

Po wyjatowieniu
Lepkosé

Wyglad Wyglad
osmotyczne| pH 1 roz)t/\?vc?ru osmotyczne pH 1 roz)t/\?vgru
(mOsm/l) (mPa-s) (mOsm/l) (mPa-s)

12,7 5,70 18,36 bezbarwny, 13,20 5,00 17,21 bezbarwny,
+1,15 +0,01 0,10 przezroczysty 0,1 +0,01 +0,11 przezroczysty
Roztwdr 6% PVA
Przed wyjatowieniem Po wyjatowieniu
Cisnienie Lepkos¢ Cisnienie Lepkos¢

Wyglad Wyglad
osmotyczne| pH 1 roz)t/\?vgru osmotyczne pH 1 roz)t/\?vgru
(mOsm/l) (mPa-s) (mOsm/l) (mPa-s)

28,0 5,65 44,00 bezbarwny, 26,5 5,75 43,21 bezbarwny,
+2,0 +0,01 0,05 przezroczysty +0,5 0,03 0,15 przezroczysty
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4.3. Sporzadzanie roztworéw pomocniczych substancji konserwuacych

4.3.1. 0,04% roztwor boranu fenylorgciowego (50,0 g)

Do wytarowanej zlewki przeniesiono odimeamy z doktadnécia do 0,001 g (0,02 g) boran
fenylorteciowy. Substanegj rozpuszczono w przepisanej $o wody ogrzanej do temperatury
okoto 95°C. Po ochtodzeniu do temperatury 20°Cwortprzegczono przez &zek ze szkta
spiekanego typu Schott G-3, przelano do butelkuzpinej pojemnéci 50 ml, zamknijto
gumowym korkiem oraz metalowym kapslem i wyjatowsow autoklawie w temperaturze
121°C+2°C przez 20 minut przy naslgieniu 101,4 kPa. W warunkach aseptycznych roztwér
rozlano do butelek z ciemnego szkia pojekend0 ml, zakécono zakraplaczem i oznaczono

sygnatus.

4.3.2. 2% roztwor tiomersalu (20,0 g)

Do wytarowanej zlewki przeniesiono odimeay z doktadnécia do 0,001 g (0,4 g) tiomersalu.
Substangj rozpuszczono w wodzie o temperaturze pokojowertRar przegczono przezgzek
ze szkta spiekanego typu Schott G-3, przelano dellbunfuzyjnej pojemnéci 50 ml i dalej
postpowano jak w pkt. 4.3.1.

4.3.3. 0,5% roztwor chlorku benzalkoniowego (50,0 g)

Do wytarowanej zlewki przeniesiono odimmy z dokiadnécia do 0,001g (0,25g) chlorek
benzalkoniowy i uzupetniono wadlestylowan o temperaturze pokojowej. Roztwor praesono

przez gczek ze szkia spiekanego typu Schott G-3 i dalsgpowano tak jak w pkt. 4.3.1.
4.3.4. 1% roztwor dioctanu chlorheksydyny (50,0 g)

Do wytarowanej zlewki przeniesiono odiway z doktadnécia do 0,001 g dioctan
chlorheksydyny. Substarcjrozpuszczono w wodzie o temperaturze pokojowejztRar
przeaczono przez g£zek ze szkia spiekanego typu Schott G-3, dalejepowano tak jak
w pkt. 4.3.1.

4.3.5. Alkohol p-fenyloetylowy (20,0 g)

W warunkach aseptycznych 100% alkofdenyloetylowy przelano do butelek z ciemnego szkia

poj. 10 ml, nakgcono zakraplacze i oznaczono sygnatur
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5. Ocena zgodnéci farmaceutycznej 1% i 5% roztwordw wodnych cefepinu

zesrodkami pomocniczymi zastosowanymi w badaniach

Sporzadzanie roztwordw testowych

W celu zbadania zgodid cefepimu w sgzeniu 1% i 5% z substancjami pomocniczymi,
zastosowanymi w technologii kropli do oczu, spdzono testowe roztwory, ktorych skiad
przytoczono w tabeli 12. W warunkach aseptycznyohl®b i 5% wodnych roztworow
antybiotyku dodawano oddzielnie substancje pomaeniw ilasciach odpowiadagych
ich skzeniom wysg¢pujacym w skiadzie kropli do oczu z cefepimem: chlossldu (0,9%),
cytrynian sodu (6,0%), kwas cytrynowy (0,3%), al&btpoliwinylowy (2,0%), chlorek
benzalkoniowy (0,005%), tiomersal (0,002% i 0,02%ipctan chlorheksydyny (0,01%),
boran fenylorciowy (0,001%), alkohop-fenyloetylowy (0,4%). Testowe wodne roztwory
cefepimu z rozpuszczonymi w nich substancjami ponwaymi przechowywano
w temperaturze °€C i 20°C przez 10 dni bez degtu swiatta i obserwowano podatem

zabarwienia, przezroczyst i zapachu. Wyniki badaprzytoczono w tabeli 12.

Tabela 12. 1% i 5% (w/w) roztwory wodne cefepimu omz substancje pomocnicze zastosowane
w badaniach zgodnéci farmaceutyczne;j

. _ Cefepim 1% = Cefepim 5%
Substancje pomocnicze (g) dodawane

04 | 5O
S 0 1 3 do 10,0 g 1% lub 5% roztworu

roztworoéw cefepimu

cefepimu 4°C | 20°C @ 4°C | 20°C
Roztwor 1% chlorek sodu 0,09 - - 4 -
?lvelfeplm . o 107;) cytrynian sodu 0,3-0,6 - ] - -
axipime inj. : 0.2 n N o

woda do iniekgji ad 10,0 kwas cytrynowy 0,15-0,2

chlorek benzalkoniowy 0,0005 + + + +
Roztwor 5% t!omersal 0,0002, + + + +
Cefepim 05 tiomersal 0,002 + + + +
(Maxipime inj. 0,862) dioctan chlorheksydyny 0,001 + + + +
woda do iniekcji ad 10,0 boran fenylomciowy 0,0001 - - - +

alkoholp-fenyloetylowy 0,04 - - - -

alkohol poliwinylowy 0,02-0,04 - - - -

(+) interakcja, (-) brak interakgcji
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6. Aseptyczne sporgdzanie recepturowych 1% i 5% (w/w) kropli do oczu z

cefepimem w warunkach aseptycznych

Roztwory wodne cefepimu oraz wszystkie wersje krafm oczu z cefepimem zostaty

wykonane w lay z poziomym, laminarnym nawiewem jalowego powiairz
6.1. Czynndci przygotowawcze do pracy w warunkach aseptycznych

Roztwory substancji pomocniczych, zastosowane w %% kroplach do oczu

z cefepimem

Bufory 1, 1l, lll, roztwory PVA oraz roztworysrodkédw konserwujcych zostaty

sporadzone zgodnie z procedurami opisanymi w pkt. 44 B8-

Przygotowanie lpy aseptycznej oraz sgitu

Loza do pracy w warunkach aseptycznych

Wewrgtrzne powierzchnie loy umyto gosca woda z detergentem i przetarto 1% wodnym,
jatowym roztworem chlorku benzalkoniowego. Weyfoumieszczono wyjatowiony spgiz
oraz opakowania z substancjami leczniczymi i rozémg substancji pomocniczych.
Przed rozpocxiem pracy na okres 30 minut agkono nawiew laminarny oraz lamp
bakteriologicza UV. Przystpujac do pracy w lay wylaczono lamp UV.
Prag kontynuowano przy wkzonym nawiewie laminarnym. Po 2 godzinach grac

przerywano i ponownie na 30 minutagkano lamp UV.

Sprzt szklany, porcelanowy i metalowy

Sprzt umyto gosca woda z detergentem, wyptukano ciephoda i nastpnie kilka razy
wodg oczyszczon Wysuszony w suszarce sgirowinigto folia aluminiowa, umieszczono
w puszcze sterylizacyjnej i wyjatowiono w steryli@aeee powietrznym w temp. 180°C

przez 30 minut.

Przygotowanie zakraplaczy

Zakraplacze umyto w cieptej wodzie z detergenteryptukano w bieacej wodzie oraz
w wodzie oczyszczonej. W wyjatowionym stoiku z ngks zakraplacze zanurzono

w jalowym 5% roztworze chlorku benzalkoniowego, a2ganio ogrzanym do temperatury
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okoto 70°C. Stoik umieszczono w sterylizatorze pstvanym w temperaturze 70°C
na okres 1 godziny. Po tym czasie stoik szczelniamkngto naketka,
wyjeto ze sterylizatora i wyjatawianie kontynuowano @24 godziny w temperaturze
pokojowej. W lay aseptycznej zakraplacze starannie wyptukano awgatows
I umieszczono w jatowym stoiku. Otwarty stoik urszezono w sterylizatorze
powietrznym (temp. 70°C). Po wysuszeniu zakraplataik szczelnie zamketio i wyjeto

ze sterylizatora.

Saczki membranowe

Obudowy gczkéw membranowych umyto w cieptej wodzie z dodatki detergentu
oraz wyptukano cieptwods i doktadnie wod oczyszczom Wewmntrz obudowy gczkow
umieszczono filtry membranowe @ednicy porow 0,22um +0,01 um firmy Sartorius.
Saczki  owinigto  folia aluminiows, umieszczono w puszce sterylizacyjnej

I wyjatowiono w temperaturze 121°C+2°C przez 20 uhin

Korki gumowe do butelek infuzyjnych

Korki umyto w cieptej wodzie z detergentem i wyphmo bigaca woda oraz kilka razy
woda oczyszczoa Korki zanurzono w wodzie jalowej i sterylizowamnwe autoklawie
w temperaturze 121°C przez 30 minut. Korki wysuszen sterylizatorze powietrznym
w temperaturze 70°C. Wyjatowione i wysuszone kopkzechowywano w szczelnie

zamykanych sterylnych stoikach.

6.2. Sporadzanie 1% i 5% (w/w) wodnych roztworow cefepimu ora 1% i 5% (w/w)

kropli do oczu

48



Sktadniki (g)
na 100 g kropli

Maxipime® (Cefepimum)

w przeliczeniu na jednowodny

dichlorowodorek cefepimu

roztwor PVA 6%
(m=43,21mPe)
roztwor PVA 4%,
(m=17,21mPes)
0,04% roztwoér boranu
fenylorteciowego

alkohol p-fenyloetylowy

woda do iniekcji

bufor cytrynowy |
pH=6,20;
cisn.osmot.=298 mOsm/L
bufor cytrynowy I
pH=6,05;
cisn.osmot.=586 mOsm/L
bufor cytrynowy Il
pH=6,20;
cisn.osmot.=167 mOsm/L

Otase)
1,725

1,0

98,30

Tabela 13. Sktad recepturowych 1% i 5% kropli z zavartoscia cefepimu

Symbol wersji

1% w/w
1R 2R 3R 3aR 4R 4aR
1,725 1,725 1,725 1,725 1,725| 1,725
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
- - - 49,14 47,7
- - 4914 - | 477
- 2,5 - - 2,5 2,5
- 0,4 - - 0,4 0,4
98,30 95,40 - - - -

49,14 49,14 47,7 47,7

Oso6)
8,625

5,0

91,40

IR
8,625

5,0

91,40

5% wiw

laR IlIR lllaR IVR IVaR IVbR

8,625 8,625 8,625 8,625| 8,625 8,625

5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

44,23

- 45,70 45,70 44,23 44,23 -

25 25 25

04 | 04 04
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6.2.1. Sporadzanie 1% i 5% (w/w) wodnych roztworéw cefepimu: wesje Qo) i Osos)

W warunkach aseptycznych do jatowe] zlewki przepies odwaona z dokladnécia
do £ 0,001g przepisanilos¢ Maxipime®inj, dodano wody do wstrzykidai mieszano
do rozpuszczenia antybiotyku. Roztwoér pezezeno przez g£zek membranowy érednicy
porow 0,22um £ 0,01um, przelano do butelek infuzyjnych. Butelki zamgai gumowymi

korkami i metalowymi kapslami.

Roztwory wodne cefepimu wykonano w dwoch seriactoztRory przechowywano
w temperaturze 4°C i 20°C przez 30 dni bez g¢mstswiatta w chiodziarkach

farmaceutycznych.

W ramach oceny jakciowej roztworow wodnychéwiezo sporadzonych oraz w czasie
ich przechowywania dokonywano oceny organoleptyicAzabarwienie, prezroczysif
zapach), analizowano pH, $nienie osmotyczne, lepké (badanie lepkai dotyczyto
wytacznie kropli z zawartweia alkoholu poliwinylowego) oraz stenie cefepimu metad
HPLC. Wyniki bada roztworéw wodnych przedstawiono w tabelach 153%j 45 oraz na
rycinach 8-15 i 26-28 oraz 47-49.

6.2.2. Sporadzanie 1% i 5% kropli do oczu z cefepimem: wersje ecepturowe
nr 1R, IR i laR

W warunkach aseptycznych do jalowe] zlewki przepies odwaona z dokladnécia
do £ 0,001 g przepisanlos¢ Maxipime®inj., dodano bufor | do wersji 1R i IRdWwufor Il
do wersji l1aR, mieszano do rozpuszczenia antybiotykrople przegczono przez gzek
membranowy crednicy poréw 0,22um + 0,01um, krople rozlano do butelek infuzyjnych,
butelki zamkngto gumowymi korkami i metalowymi kapslami. Dalej sigpowano jak
w pkt. 6.3. Wyniki bada przedstawiono w tabelach 15-17, 39, 46-47 oragyomach 8-15

i 29-31, 50-55.

6.2.3. Sporadzanie 1% i 5% kropli do oczu z cefepimem: wersjaecepturowa nr2R

W warunkach aseptycznych do jatowe] zlewki przepies odwaona z dokladnécia

do £ 0,001g przepisanilos¢ Maxipime®inj., dodano bufor | i mieszano do rozpteenia
antybiotyku. Krople zakonserwowano 0,04% roztworerpomocniczym  boranu

fenylortecciowego do stzenia w kroplach 0,001%, dodano przepisatos¢ alkoholu
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B-fenyloetylowego do skenia 0,4%, doktadnie wymieszano, peE®Nno przez gzek
membranowy osrednicy porow 0,22um * 0,01 um, dalej posfpowano jak w pkt. 6.3.
Wyniki bada przedstawiono w tabelach 15-17, 40 oraz na rytiat5 i 32-34.

6.2.4. Sporadzanie 1% i 5% kropli do oczu z cefepimem: wersje ecepturowe nr 3R,
3aR, llIR, lllaR

W warunkach aseptycznych do jatlowej zlewki przeoms odwaona z doktadnécia
do = 0,001 g przepisanilos¢ Maxipime®inj., dodano bufor Il lub bufor I, miesma
do rozpuszczenia antybiotyku. Krople prmzono przez g£zek membranowy dérednicy
porow 0,22um +0,01um, dodano przepisarilo$¢ roztworu pomocniczego PVA o lepl@
n=17,21 mP& lub o lepkéci n=43,21 mP&. Krople po wymieszaniu rozlano do butelek
infuzyjnych, dalej pospowano jak w pkt. 6.3.Wyniki badaprzedstawiono w tabelach
15-18, 41-42, 48-49 oraz na rycinach 8-15, 3546-61.

6.2.5. Sporadzanie 1% i 5% kropli do oczu z cefepimem: wersje ecepturowe nr4R,
4aR, IVR, IVaR, IVbR

W warunkach aseptycznych do jalowe] zlewki przepies odwaona z dokladnécia
do = 0,001g przepisanilos¢ Maxipime®inj., dodano buforu Il lub buforu I. Reabr
zakonserwowano 0,04% roztworem boranu fengtiooivego do sizenia w kroplach 0,001%
oraz alkoholemB-fenyloetylowym do sizenia 0,4%. Po wymieszaniu krople praeono
przez gczek membranowy drednicy porow 0,221m=0,01 um, dodano przepisanilos¢
roztworu PVA o lepkéci n=17,21 mP& lub n=43,21 mPs&. Krople rozlano do butelek
infuzyjnych i dalej posjppowano jak w pkt.6.3. Wyniki badaprzedstawiono w tabelach
15-18, 43-44, 50-52 oraz na rycinach 8-15, 41-@B-70.

6.2.6. Uzasadnienie zaprogramowanego skiadu wergjecepturowych kropli do oczu
z 1% i 5% (w/w) zawartoscig cefepimu

Uzasadnienie zaprogramowanego sktadu kropli recepiich z 1% i 5% zawarfcia
cefepimu przedstawiono w tabeli 14.
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Tabela 14. Cel wykonania poszczegoélnych wersji regirowych

Wersja Cel wykonania poszczegolnych wersji recepturowych
recepturowa

Ocena wihaciwosci fizykochemicznych i trwaleci antybiotyku w 1% i 5%
(w/w) roztworach wodnych cefepimu, przechowywanwyctemperaturze
O%) 1 O5%) 4°C i 20°C przez 30 dni. Na podstawie otrzymanyghikow cisnienia
osmotycznego i pH ustalono rowaigktad buforow cytrynianowych
niezlednych w sktadzie kropli.

1R, IRilarR  ©Ocena wptywu buforéw cytrynianowych na trwst@efepimu w 1% i 5%
(w/w) kroplach przechowywanych w temperaturze 4209C przez 30 dni.

Ocena wpltywu zastosowanyétodkdw konserwujcych na trwatéc
2R cefepimu w 1% i 5% (w/w) w buforowanych kroplachatzu,
przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przedrd0

Ocena wptywu alkoholu poliwinylowego (zastosowanegkroplach

3R, 3aR, w postaci roztworéw o lepkoi n = 17,21 mPa& orazn = 43,21 mP&)

IR, IllaR, na trwata¢ cefepimu 1% i 5% (w/w) w buforowanych kroplach
przechowywanych w temperaturze 4°C i 20°C przedr80

Ocena wptywu alkoholu poliwinylowego (zastosowanegkroplach

4R, 4aR, w postaci roztworow o lepkoi n = 17,21 mP& orazn = 43,21 mPa&)
IVR, IVaR, . : O F = .
VbR na trwat@¢ cefepimu 1% i 5% (w/w) w buforowanych i konserwaoweh

kroplach, przechowywanych w temperaturze 4°C i 20f£2z 30 dni.
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7. Ocena fizykochemiczna oraz wyniki oceny jakeiowej 1% i 5% roztworow wodnych
cefepimu, 1% i 5% recepturowych kropli do oczu z ckepimem swiezo sporzdzonych
oraz w czasie przechowywania przez 30 dni w tempertaze 4°C i 20°C

7.1. Badania organoleptyczne

Oceny organoleptycznej roztworéw wodnych cefepimazdkropli recepturowych z cefepimem
dokonywano réwnolegte z ocerpH i cinienia osmotycznego oraz legka Zmiany cech
organoleptycznych  roztworow wodnych oraz kropli efWwane byly podczas
ich przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C pr2@zni. Wyniki bada organoleptycznych
1% i 5% roztworéw wodnych, 1% i 5% kropli receptwy@h po sporgdzeniu oraz podczas
ich przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C pstaiono w tabeli 15.

7.2. pH roztworow wodnych oraz kropli

pH roztworéw wodnych oraz kropli okdleno przy pomocy pH-metru. pH 1% i 5 % roztworow
wodnych oraz kropli do oczu w wersjach recepturdwyaierzono w 6-dniowych odgiach
podczas ich przechowywania w temperaturze 4°C iC20fzez 30 dni. Wyniki badapH

przedstawiono w tabeli 16 oraz na rycinach 8-11.

7.3. Csnienie osmotyczne

Cisnienie osmotyczne roztworow wodnych oraz kropli ekmo przy uyciu osmometru.
Cisnienie osmotyczne 1% i 5 % roztworow wodnych orampk do oczu w wersjach
recepturowych mierzono w 6-dniowych aogsich czasu podczas przechowywania kropli
w temperaturze 4°C i 20°C przez 30 dni. Wyniki bad&nienia osmotycznego przedstawiono

w tabeli 17 oraz na rycinach 12-15.

7.4. Gestasci i lepkosé kropli

Gestas¢ kropli okreslono densytometremDensito 30PX Lepkas¢ kropli okreslono za pomog
wiskozymetru HoOpplera. Pomiakgiasci i lepkasci wykonano we wszystkich wersjach kropli,
ktorych lepkd¢ zmodyfikowano poprzez wprowadzenie do ich skladatworu alkoholu

poliwinylowego (PVA). Wyniki badaniaggtdsci i lepkaici przedstawiono w tabeli 18.
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Tabela 15. Cechy organoleptyczne 1% i 5% (w/w) krdpdo oczu z cefepimem wersjach recepturowych

Czas
trwatosci
cefepimu Cechy organoleptyczne Cechy organoleptyczne
Krople $wiezo w w konicowych dniach w konicowych dniach
Wersja sporzadzone kroplach trwatosci kropli trwatosci kropli
w temp. w temp. 4°C w temp. 20°C
4°C
(dzien)
Zabarwienie, przezroczystdé, zapach
przezroczysty,
O przezroczysty, bezbarwny 24 przezroczystyzoty, bursztynowy,
%) zapach antybiotyku zapach produktéw rozpadu zapach produktéw
rozpadu
przezroczysty, bezbarwny przezroczysty, jasrioity, przezroczystyzon,y ’
1R : 27 ; zapach produktow
zapach antybiotyku zapach produktow rozpadu
rozpadu
przezroczysty,bezbarwny przezroczysty, stomkowy, przezroczysty
- " cytrynowy, zapach
2R zapach antybiotyku 24 zapach produktow rozpadu .
; . . produktow rozpadu
i konserwantéw i konserwantu . .
i konserwantéw
przezroczysty, bezbarwny przezroczysty, stomkowy, przezroczysty,
3R zapach antybiotyku 24 zapach produktéw rozpadu cytrynowy, zapach
produktow rozpadu
przezroczysty,
an | PrISHOCHl hesbarny | preemocayey domion,
produktéw rozpadu
przezroczysty ,bezbarwny przezroczysty, jasridity, przezroczyst)zo}ty,
- ’ zapach produktow
4R zapach antybiotyku 27 zapach produktow rozpadu rozpadu
i konserwantéw i konserwantu . P .
i konserwantow
przezroczysty,bezbarwny przezroczysty,
4aR zapach antybiotyku 21 przezroczysty, §Iomkowy, jasnaélty, zapach
X ) zapach produktow rozpadu )
i konserwantéw produktow rozpadu
o .. przezroczysty,
O | P anyoiotyki | 18 zapach produktow respadu bursztynowy, zapach
P ybloty P P P produktéw rozpadu
przezroczystyzotty,
przezroczysty, jasrioity, przezroczysty, cEytrynowy, zapach produktow
IR . 18 zapach produktow rozpadu
zapach antybiotyku . rozpadu
i konserwantu . .
i konserwantow
Przezroczysty, lekko przezroczysty, cytrynowy, przezroczystyzo’rty !
laR .. . 18 8 zapach produktow
7064y, zapach antybiotyku zapach produktow rozpadu
rozpadu
przezroczysty, jasriotty, przezroczysty, cytrynowy, przezroczystyzo’ft}/ ’
IR . 12 5 zapach produktow
zapach antybiotyku zapach produktow rozpadu
rozpadu
przezroczysty,
o przezroczystyzotty, ciemna:otty,
laR przezroczysty , Jz_isrzo’rty, 21 zapach produktéw rozpadu zapach produktow
zapach antybiotyku .
i konserwantu rozpadu
i konserwantow
przezroczysty, jasrioity, przezroczystyzotty,
IVR zapach antybiotyku 12 przezroczysty, c:ytrynowy, zapach produktow
. . zapach produktow rozpadu
i konserwantéw rozpadu
przezroczysty, jasrioity, przezroczystyzotty Cie?:ﬁ:éﬁczzyjtﬁch
IVaR zapach antybiotyku 21 zapach produktow rozpadu Hy.zap
. P . produktow rozpadu
i konserwantéw i konserwantu . A
i konserwantow
przezroczysty jasrtty, przezroczystyzotty,
IVbR zapach antybiotyku 12 przezroczysty, E:ytrynowy zapach produktow
i P zapach produktow rozpadu
i konserwantéw rozpadu
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Tabela 16. pH 1% i 5% (w/w) kropli do oczu z cefepnem w wersjach recepturowych przechowywanych
przez 30 dni w temp. 4°C i 20°C

pH
Wersja Czas przechowywania ( dni)
0 12 18 24 30

+4°C | +20°C | +4°C | +20°C @ +4°C | +20°C | +4°C | +20°C @ +4°C  +20°C

0 4,78 | 4,79 6,26 4,92 7,06 595 | 7,23 6,00 | 7,45 6,37 | 7,72
1% +0,03| #0,02| £0,014 +0,01| +£0,02 0,01 +0,01 40,02/ +£0,01 | 0,02 | £0,02
1R 6,15 | 6,30 6,32 6,30 6,29 6,21 | 6,28 6,15 | 6,32 6,15 | 6,29
+0,01 | +0,00, £0,01, +0,01| +£0,02 +0,01| £+0,01 +0,02| £0,01 | +£0,01 | £0,01

oR 6,21 | 6,30 6,31 6,18 6,25 6,20 | 6,35 6,19 6,30 6,14 | 6,33
+0,00 £0,01| £0,01 | +0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,02| £0,01 | £0,01 | £0,01

3R 6,08 | 6,11 6,12 6,15 6,14 6,19 | 6,20 6,21 6,22 6,23 | 6,26
+0,01 £0,02| £0,01 | +0,01| £0,01 | £0,02| £0,01 | £0,01| £0,02 | £0,00 | £0,01

3aR 599 | 6,23 6,32 6,13 6,47 6,17 | 6,25 6,15 | 6,26 6,16 | 6,24
+0,01 £0,01| £0,01 | +0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01 | £0,01

IR 6,12 | 6,15 6,17 6,20 6,20 6,23 | 6,31 6,27 6,31 6,30 | 6,33
+0,01 £0,01| £0,01 | +0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01 | £0,02

4aR 592 | 6,21 6,23 6,20 6,32 6,18 | 6,25 6,19 6,25 6,20 | 6,26
+0,01 £0,01| £0,01 | +0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01 | £0,01

0 4,83 | 4,85 6,35 4,91 6,72 535 | 7,15 6,31 7,61 6,76 | 8,21
% 0,01 £0,02| £ 0,01/ +0,03| £0,01 | £0,03| £0,02  £0,02| + 0,01/ £0,01 | £0,01
IR 6,00 | 6,07 6,09 6,12 6,27 6,19 | 6,46 6,20 | 6,72 6,25 | 6,79
+0,01 £0,01| £0,01 | +0,01| £0,01 | +0,01 | £0,01 | £0,01| £0,00 | £0,02 | £ 0,01

laR 558 | 566 | 5,99 5,84 6,24 | 588 | 6,61 583 | 6,96 589 | 7,16
+0,01 £0,01| £0,01 | +0,01| £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,02| £0,01 | £0,01 | £0,01

IR 5,95 | 6,02 6,07 6,09 6,24 6,13 | 6,45 6,14 | 6,74 6,19 | 7,06
+0,01 £0,01| £0,01 | +0,02| £0,02 | £0,02| £0,02 | £0,02| £0,02 | £0,02 | £0,01

llaR 5,92 | 588 | 594 6,05 6,15 6,09 | 6,20 6,25 | 6,30 6,23 | 7,02
+0,01 £0,00| £0,01 | +0,05| £0,02 | £0,02| £0,01 | £0,01| £0,05 | +0,05| +£0,01

VR 6,02 | 6,14 6,17 6,15 6,21 6,17 | 6,37 6,22 6,71 6,21 | 7,01
+0,02 £0,02| £0,02  +0,01| £0,01 | £0,02| £0,02 | £0,02| £0,02 | £0,03 | £0,02

VaR 5,84 | 580 | 5,86 5,97 6,00 598 | 5,93 6,05 | 6,12 6,02 | 7,06
+0,02 £0,02| £0,01 | +0,01|+ 0,01/ £0,02| £0,01 | £0,02| £0,01 | £0,01 | £0,01

VbR 5,69 | 5,79 5,91 5,78 6,06 579 | 6,38 5,79 6,69 581 | 6,88
+0,01 £0,04| £0,01 | #0,01 | £0,01 | £0,01| £0,01 | £0,01| £0,06 | +0,006| 0,01
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Rycina 8. pH 1% roztworéw wodnych oraz 1% kropli dooczu z cefepimem
w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 4°C.
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7,20 //—
6,70 = 0(1%)
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Rycina 9. pH 1% roztworéw wodnych oraz 1% kropli dooczu z cefepimem
w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 20°C
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Rycina 10. pH 5% roztworéw wodnych oraz 5% kropli do oczu z cefepimem
w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 4°C
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—IVDbR
6 12 18 24 30

dzien

Rycina 11. pH 5% roztworéw wodnych oraz 5% kropli do oczu z cefepimem
w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 20°C
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Tabela 17. Cénienie osmotyczne 1% i 5% (w/w) kropli do oczu z depimem wersjach recepturowych
przechowywanych przez 30 dni w temp. 4°C i 20°C

Cisnienie osmotyczne (mOsm/l)

Wersja Czas przechowywania (dni)
6 12 18 24 30
+4°C +20°C +4°C +20°C +4°C +20°C +4°C +20°C +4°C +20°C

3 930 913 90,0 927 950 943 980 940 1040 970 1083
@ +10 £00 *23 +11 +11 +23 +11 *23 +11 +11 11

0

374,7 376,7 377,7 377,3 3800 3773 3853 376,7 3867 377,7 391,7

IR 106 +15 +06 +06 +00 +06 +12 +06 +06 +06 +06
,n 3987 3983 4043 4010 4067 4017 4057 3993 407,7 4017 4117
106  +12 06 +00 #15 12 06 21 06 06 206
or 4047 4087 4120 4103 4190 4147 4250 4233 4290 4317 4340
+25 +12 +10  +06 +06 +06 +06 +12 +00 +06 +06
sar | 4403 4450 4430 4487 4437 4490 4443 4500 4447 4503 4463
+58 +10 +10 +06 +06 +10 +15 +06 +06 +06 +06
yr 4110 4180 4177 4210 4243 4233 4277 4300 4337 4393 4380
+10  +1.0 206 +10 406 15 06 +10 12 06  +17
jar | 4673 4710 4757 4723 4853 4727 4873 4773 4883 4800 4893

+06 *10 %45  +11 65 +*06 +06  *21 *06 +10 +0,6

0 391,3 368,0 373,3 368,7 381,3 372,6 392,7 3750 402,3 385,7 428,3
(5%) +22 | +06 | £+12 +10 +10  +11 | +10 +20 +10 +2,0 =+ 1,15

695,7 698,6 706,0 700,0 726,0 703,2 7132 698,0 7283 7020 7470

IR 410 %06 +10 +11 +10 +06 +00 +06 +06 +12 +15

.r 5530 5433 5470 5350 5643 5447 5567 5527 5653 5250 5633
126 42 20  +10 421 32 12 12 31  +100 +1.2

R 7043 7053 6803 7067 6670 7077 68L7 7083 6883 7107 6920
+15 +06 +20 +12 +31 +20 +20 +12 +12 +21  +15

lag | 5857 5840 5770 6007 6003 6167 6300+ 6193 6227+ 6283 6427
+20 +10 %20  +15 £10 +20 10  +20 12  +10 +12

VR | 7287 7223 7227 7210 7167 7227 7207 7197 7237 7243 7260
+31 +15 +20 +20 +12 +20 +15 +12 +20 +30 +15

Var | 6110 6240 6280 6567 6410 6677 6780 6737 6923 6852 7023
+06 +16 +20 +31 +11 +12 +10 +30 +06 +30 +06

\or | 6367 6137 6137 6057 6180 6023 6053 6080 6280 6013 6287

29 | #4,2 1,1 +4,0 2,0 | *15 2,5 12,6 +2,6 +1,5 +2,1

58



480 = - 4 - il
E 430 X = 41.%.
[%2]
S —————% T
= 380 [ O = |
2
L; 330 —o— 0 (1%)
2 280 1R
8 —— 2R
@ 230
o - 3R
5 180 ~- 3aR
130 —o— 4R
80 ¢ ¢ “ “ “ ——-4aR
0 6 12 18 24 30
dzien

Rycina 12. Cknienie osmotyczne 1% roztworéw wodnych oraz 1% krofpdo oczu z cefepimem
w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 4°C
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Rycina 13. Cénienie osmotyczne 1% roztworéw wodnych oraz 1% krofpdo oczu z cefepimem
w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 20°C
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Rycina 14. Cknienie osmotycznego 5% roztworéw wodnych oraz 5% kipli do oczu z cefepimem
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w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 4°C
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15. Cénienie osmotyczne 5 % roztwordéw wodnych oraz 5% krpli do oczu z cefepimem

w wersjach recepturowych podczas przechowywania pez 30 dni w temp. 20°C
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Tabela 18. Wyniki badai gestosci i lepkosci kropli do oczu z 1% i 5 % (w/w) zawartccia cefepimu
w wersjach recepturowych o modyfikowanej lepkéci

e Gestosé (g/ml) Lepkosé (mPas)
o modyfikowanej Dzieh Dzieh
lepkosci 30 30
0 +4°C +20°C 0 +4°C +20°C
3R 1,0371 1,0370 1,0370 5,21 5,25 5,31
+0,0001 ' +0,0001 +0,0001 +0,01 +0,01 +0,01
3aR 1,0295 1,0296 1,0296 9,16 9,34 9,42
+0,0001, +0,0002 | +0,0001 +0,15 +0,14 +0,15
4R 1,0399 1,0399 1,0399 4,93 511 5,23
+0,0001' +0,0001 | +0,0001 +0,14 +0,14 +0,14
43R 1,0271 1,0272 1,0275 8,54 8,81 8,91
+0,0002, +0,0002 | +0,0003 +0,05 +0,05 +0,05
IR 1,0405 1,0408 1,0408 5,52 571 5,94
+0,0001 ' +0,0001 +0,0001 +0,03 +0,03 +0,03
laR 1,0397 1,0397 1,0398 5,37 5,44 5,62
+0,0001, +0,0002 | +0,0001 +0,10 +0,10 +0,10
VR 1,0397 1,0397 1,0397 5,01 5,20 551
+0,0002 ' +0,0003 | +0,0003 +0,15 +0,15 +0,15
VaR 1,0401 1,0401 1,0401 4,95 5,06 5,25
+0,0001, +0,0001 | +0,0001 +0,03 +0,03 +0,03
VbR 1,0225 1,0225 1,0225 8,15 8,35 8,55
+0,0001' +0,0001 | +0,0001 +0,02 +0,02 +0,02

8. Oznaczanie sfzenia cefepimu metog HPLC w 1% i 5% roztworach wodnych,
w 1% i 5% recepturowych kroplach oraz w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych”swiezo
sporzadzonych i w czasie przechowywania w temperaturze @% 20°C

Oznaczanie stenia cefepimu w roztworach wodnych i kroplach dazwav wersjach
recepturowych wykonano metpavysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrggon
uktadzie faz (RP-HPLC) ze wzorcem zesmmnym. Zgodnie z zal®niami pracy metoda
zostala rownig zastosowana do oznaczania zawaito cefepimu  w kroplach

.»przemystowych”, co zostato opisane w pkt. 10.3.5.

8.1. Przygotowanie eluenta
Eluent przeznaczony do oznaczania zawart@efepimu w kroplach przygotowano

wedtug nasipujacego skiadu:

v' s6l sodowa kwasu 1-pentanosulfonowego 2,45622 g
v" woda do HPLC 940 ml
v’ 99% kwas octowy do pH 3,4
v' 45% wodorotlenek potasu do pH 4,0
v acetonitryl 60 ml 46,06 g)

Faz ruchomy przygotowywano jednorazowo w #id 1000 ml.
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Przygotowanie 45% roztworu KOH:
Do wytarowanej zlewki odwano z doktadngcia 0,01g 45,0 g wodorotlenku potasu

i uzupetniono wogl do HPLC do 100 g. Doktadnie wymieszano do rozpzesaia KOH.

Przygotowanie fazy ruchome:

Do wytarowanej zlewki odwano z doktadngécia do 0,00001 g 2,45622 g soli sodowej
kwasu 1-pentanosulfonowego, ngmstie uzupetniono do 940,0 ml wpdlo HPLC. Roztwor
doprowadzono do pH 3,4 (w temperaturze 25°C) zagmantodowatego kwasu octowego,
a nastpnie do pH 4,0 za pomac45% wodorotlenku potasu. Dodano 46,06 g (60,0 ml)
acetonitrylu i przegzono przez filtr Millicup-LH o wielkasci porow 0,45 pum. Eluent

odgazowano przy pomocy ultragiekow.

8.2. Przygotowanie uktadu chromatograficznego

Kazdorazowo przed pierwszym nastrzykiem uktad chrogratficzny RP-HPLC
z kolumrp Gemini C18 (250 mm + 5 mm x 4,6 mm) i eluentemygaowanym
wg pkt. 8.1. doprowadzono do stanu gotégvaoperacyjnej (state @mnienie i linia bazowa
z minimalnym dryftem przy przeptywie 1,5 ml/min)o Rakaczeniu prowadzonych analiz
uktad chromatograficzny ptukano mieszani®5% acetonitrylu i 35% wody w celu
regeneracji kolumny. Przeptukanie zabezpieczato adiki przed osadzaniem ¢si
wykrystalizowanych sktadnikow buforéw stosowanychamwalizie HPLC na uszczelkach,
gtowicach i ttokach pomp.

8. 3. Wymagane i uzyskane parametry rozdziatu chroatograficznego

Metoda ilgciowego oznaczania zawasth cefepimu w roztworach wodnych
i kroplach zostata opracowana na podstawie monogiafmakopei Amerykiaskiej USP 32:
,,Cefepime hydrochloride” oraz ,,Cefepime for ifjen”. Wymagane oraz uzyskane

parametry metody chromatograficznej zostaty przadsine w tabeli 19 [104].
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Tabela 19. Parametry metody chromatograficznej

POROWNANIE PARAMETROW UZYSKANYCH W CZASIE ANALIZY Z WYMAGANIAMI FARMAKOPEI
AMERYKA NSKIEJ (USP 32)

Dla cefepimu nie vécej niz 1,7

T — wspotczynnik ogonowania - we wszystkich przeprowadzonych analizach
uzyskano wart& wspoétczynnika ogonowania
TF poniej 1,7.
Dla chlorowodorku cefepimu nie mniejzrit500
N- ilo§¢ potek teoretycznych — we wszystkich przeprowadzonych analizach

uzyskano wartéi N potek teoretycznych
powyzej 1500 (tj. pow. 6000 potek/metr)
Do oznaczgilosciowych > 1,5 (2,0) — we
wszystkich przeprowadzonych analizach
rozdzielczé¢ wynosita powyej 1,5.
Celem uzyskania optymalnej rozdzieléezioRs
wartas¢ Kk powinna zawier@sie w przedziale
k - wspotczynnik retencji 1,0-10,0; idealne warunki rozdziatu zapewnia
wartas¢ k od 2,0 do 5,0W przeprowadzonych
analizach wart@& k mieicita sk w granicach
od 2 do 5.

Rs—rozdzielczgé

Warunki eluciji:

e kolumna Gemini z prekolumn250 mm+50 mm) x 4,6 mm; ziarno 5 um; C18; por@éat
110A

* przeptyw 1,5 ml/min

e cisnienie pomp dwuttokowych P1=17,0 mPa ; P2=17,0 mPA

« temp. 25°C - kolumna termostatowana

» detektor diodowy PDA, dtugo fali A=254 nm

e nastrzyk 5 pl (5% roztwory wodne i krople) i 10(f1% roztwory wodne i krople do oczu)

e elucja izokratyczna

e marker-uracyl

* eluent wg skfadu przedstawionego w pkt. 8.1.

8.4. Przygotowanie krzywych kalibracyjnych dla oznazai ilosciowych cefepimu metog
wzorca zewrgtrznego

Do oznaczenia zawadd cefepimu w 1% i 5% kroplach do oczu w wersjach
recepturowych i ,,przemystowych” wykonano podczastego cyklu bada 4 krzywe
kalibracyjne. Dwie pierwsze krzywe kalibracyjne toeg®wano do obliczezawartdci cefepimu
w roztworach wodnych oraz w wersjach recepturowlaobpli do oczu. W celu spogdzenia
kazdej 6-cio punktowej krzywej kalibracyjnej przygotamo roztwory wzorcowe cefepimu

0 stzeniach zawartych w granicach od okoto 12,60 pg/mlo#oto 125,20 pg/ml. Réwnania
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regresji otrzymane z analizy poszczegolnych krzywyalibracyjnych oraz odpowiaciage

im oznaczane wersje recepturowe i wersje ,,przemst przedstawiono w tabeli 20.

Przyktadowy chromatogram uzyskany z analizy roztwerzorcowego cefepimu w ¢geniu

5,0 mg50 ml (tj. 100 pg/ml) przedstawiono na rycinie 16.

Tabela 20. Rownania regresji zastosowane do oznacia stezenia cefepimu w poszczegoélnych wersjach

1% i 5% kropli recepturowych oraz kropli ,,przemystowych”

Symbole 1% i 5% kropli recepturowych i kropli ,,przemystowych”

Réwnania regres;ji
zastosowane

w obliczeniach

0%, 1R, 2R, 3R, 4R, @y, IR, IlIR, IVR
Wersje y:239414X‘2982
recepturowe
3aR, 4aR, laR, lllaR, IVaR, IVbR
y=246336x-3266,9
1PO, 2P0, 3P0, 4P0O,R O, Ill PO, IVPO
(przygotowane néwiezo sporadzonym rozpuszczalniku) y=251095x-15221
Wersje 1P6, 2P6, 3P6, 4P6,R6, Ill P6, IVP6
,,przemystowe” (przygotowane na rozpuszczalniku po 6 miesch jego
przechowywania w temp. 40°C + 2°C i RH 75% = 5% y=245642x-2262,4
- test przyspieszonego starzenia)

uV

(=
10.862

50000

25000

2.431

00 25 50 15 100 125

Rycina 16. Chromatogram roztworu wodnego wzorca diglorowodorku cefepimu (CRS),

1-pik uracylu, 2- pik cefepimu

Tok postepowania:

Na wadze analitycznej odwano z dokladngécia do 0,00001g poszczegolne nakiadla kazdego

stezenia wzorca cefepimu, przeniesiono jesciowo do kolb miarowych o pojeméd 100 ml

i uzupetniono woad ultraczysi do wymaganej objosci. Doktadnie wymieszano. Do kdej
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kolby dodano uracyl, ktory spetniat gomarkera i przegzono przez g£zek osrednicy porow
0,45 pm do wialki o poj. 1,5 ml. Wialki umieszczono w asamplerze. Dla kalego

z otrzymanych sten wykonano trzy nastrzyki (po 10l). Diugos¢ fali detektorar=254 nm

Wyniki bada przedstawiono w tabelach 21-24 oraz na rycinact27Istotnag¢ korelacji

oraz regresji krzywych kalibracyjnych

przedstawioa w tabeli 25131-132].

Tabela 21. Wyniki pomiaréw dla kolejnych sgzen wzorca cefepimu dla réwnania y=239414x-2982

1£000C0 -

12000C0

10000C0

8000C0 -

6000C0 -

£000C0 -

200000 -

Stezenie StQZ((;}:::IZ Pole powierzchni piku cefepimu $rednia powierzchnia
wzorca w pgéliczeniu piku uzyskana
w mg/50ml na pg/mi Nastrzyk 1 | Nastrzyk 2 | Nastrzyk 3 z trzech prob
0,63 12,60 147337,22 | 147392,77| 147315,00 147348,33
1,25 25,00 289579,33 | 290414,60| 289245,06 289746,33
2,50 50,00 593303,56 | 592074,66 | 596375,78 593918,00
3,75 75,00 915001,22 | 919541,77| 913185,00 915909,33
5,00 100,0 1184826,51| 1184556,15( 1186229,34 1185204,00
6,26 125,20 1490784,66| 1493666,00( 1493480,86 1492225,33
1000000 1 939414x- 2982
R2=0,9956 6,26

0
0,00

1,25 2,50

5,00

6,25

zostata pet@zona ocen statystycza

Rycina 17. Wykres zalénosci pola powierzchni od sgzenia cefepimu dla rownania y=239414x-2982
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Tabela 22. Wyniki pomiardéw dla kolejnych stzen wzorca cefepimu dla réwnania y=246336x-3266,9

200000

800000 -

600000 -

£00000

Stezenie Pole powierzchni piku cefepimu 2 - . -
Stezenie wzorca| wzorca Sreg?klﬁ ngﬁgi(;hmc
wmg/50ml W przeliczenil | Nastroyk 1 | Nastrzyk 2 | Nastrzyk 3 z trzech prob
na pg/mi
0,63 12,60 158978,89 | 157822,42| 158414,68 158405,33
1,25 25,00 307355,35| 308261,73| 304246,22 306621,10
2,5 50,00 605245,55| 610002,81| 607121,74 607456,70
3,75 75,00 907103,30| 912750,16| 910049,94 909967,80
5,0 100,00 1224151,51| 1230730,15( 1228770,34 1227884,00
6,25 125,00 1542344,22| 1545928,78 1544020,99 1544098,00
1600000 7 246336x- 3256,9 62
y = 246336x- 3266, 23
RZ=0,9998 /
1400000 -
1200000 50
e
e
1000000 - e

R

0,00 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25

Rycina 18. Wykres zalénosci pola powierzchni od sg¢zenia cefepimu dla rownania y=246336x-3266,9

66



Tabela 23. Wyniki pomiaréw dla kolejnych stzen wzorca cefepimu dla réwnania y=251095x-15221

Stezenie Svt\'lqzz;:rr::lg Pole powierzchni piku cefepimu $rednia powierzchnia
wzorca w przeliczeniu piku uzyskana
w mg/50ml P Nastrzyk 1 | Nastrzyk 2 | Nastrzyk 3 z trzech préb
na pg/mi

0,63 12,60 155586,35| 157138,31| 155368,34 156031,00
1,25 25,00 287831,08 | 290514,212| 290041,61 289462,30
2,50 50,00 605112,32| 598255,28 | 604656,20 602674,60
3,75 75,00 931185,73 | 933024,99| 930360,10 931523,60
5,00 100,00 1236914,001 1239271,00[ 1236342,00 1237509,00
6,25 125,00 1556635,87| 1558077,42( 1558351,61 1557688,30

1800000 -

y=251095x-15221
RZ=0,9997
1600000
# 625
1400000 S
pt
1200000 /"/ 5.0
e
1000000
#7375
800000
7
7
600000 | /(2’5
7
400000 - //
s
200000 O/D,E-B
0] T T T
0,00 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25

Rycina 19. Wykres zalénosci pola powierzchni od sgzenia cefepimu dla rownania y=251095x-15221
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Tabela 24. Wyniki pomiaréw dla kolejnych stzen wzorca cefepimu dla réwnaniay=245642x-2262,4

Stezenie Stezenie Pole powierzchni piku cefepimu Srednia
wzorca wzorca powierzchnia
w w przeliczeniu piku uzyskana
mg/50ml na pg/mi Nastrzyk 1 Nastrzyk 2 [ Nastrzyk 3 2 trzech prob
0,63 12,60 162441,40 162998,89 | 163797,61 163079,30
1,25 25,00 289720,66 | 289125,93| 291773,21 290206,60
2,50 50,00 616812,70 | 610798,91| 614468,21 614026,60
3,75 75,00 914485,90 | 923098,69| 920725,22 919436,60
5,00 100,00 1222697,21 | 1233715,85| 1230716,94 1229043,33
6,25 125,00 1527102,671| 1534443,29( 1531973,94 1531173,30
1800000 -
y=245642x-2262,4
N R?=0,9598
1600000
A 625
1400000 - //
~
1200000 - ///' 50
1000000 - ’///
3,75
800000 | //
e
600000 - 25
/
300000 - //
A 125
200000 + Q/OE
o ; ; ;
0.00 1,25 2,50 3,75 5,00 6.25

Rycina 20. Wykres zalénosci pola powierzchni od s¢zenia cefepimu dla réwnania y=245642x-2262,4
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Tabela 25. Ocena statystyczna réwnm regresji sporzdzonych do oznacze ilosciowych cefepimu
w 1% i 5% (w/w) kroplach recepturowych oraz kroplach przygotowanych na rozpuszczalniku do kropli
wersji ,,przemystowych”

Krzywe kalibracyjne
Parametr
y=239414x-2982 y=246336x-3266,9 y=251095x-15221 y=245642x-2262,4
Wspétczynnik
kierunkowy 239414,234 246336,503 251094,640 245641,922
prostej - a
Blad
standardowy
‘]"(’lsepr‘:l*:z'xg: 2472,164 1603421 1037,589 1067,142
prostej
Sa
Przedziat
ufnosci
wspotczynnika 239414,234 246336,503 251094,640 245641,922
kierunkowego +6862,72 +4451,09 +2880,35 +2962,38
prostej
(a=0,05, f=4)
Wspétczynnik b -2981,999 -3266,989 -15220,854 -2262,408
Blad
standardowy
e I 9384,434 6082,245 16698,521 17174,127
b Sp
Przedziat
wsp‘éi‘c‘;’;fl‘nika 2981,999 3266,989 15220,854 2262,408
b +26051,180 +16884,310 +46355,091 +47675,370
(x=0,05,f=4)
a . r=0,9996 > y; r=0,9998 > y; r=0,9997 > y; r=0,9996 > y;
Wslf;’:;lz;'g;“k =0, 8114 =0, 8114 =0,8114 =0,8114
(x=0,05,f=4) (a=0,05,f=4) (a=0,05,f=4) (x=0,05,f=4)
r => korelacja istotna => korelacja istotna => korelacja istotna => korelacja istotna
[— a/Sa = 96,844 a/Sa = 153,63 a/Sa = 241,99 a/Sa = 230,186
wspétczynnika >1=2,776 > 1= 2,776 >1,1=2,776 >1,1=2,776
(w=0,05,f=4) (a=0,05,f=4) (a=0,05,f=4) (x=0,05,f=4)
a => korelacja istotna => korelacja istotna => korelacja istotna => korelacja istotna
Istotnosé b/Sb = 0,317 b/Sb = 0,537 b/Sb =0,911 b/Sb = 0,132
wspotczynnika <l =2,776 <t;=2776 <t =2,776 <t,=2,776
b (a= 0,Q5, f_=_4) (a= 0,0_5, f_=_4) (= 0,0_5, f_=_4) (a= 0,Q5, f_=_4)
=> korelacja nieistotng => korelacja nieistotnal => korelacja nieistotna| => korelacja nieistotna
tar 2,776 2,776 2,776 2,776
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8.5. Oznaczanie zawartsci cefepimu w preparacie Maxipime®inj.

Zawartag¢ cefepimu w kadej serii preparatu Maxipime®inj. zostata oznaczonatod
wzorca zewagtrznego za pomacdkrzywych kalibracyjnych przedstawionych w pkt..8.4

W tym celu odwaono trzy nawaki danej serii preparatu Maxipime®inj., ngshie
przeniesiono iléciowo do kolb miarowych i uzupetniono wpdlo HPLC do wymaganej
objetosci 100 ml. Probki zostaly poddane analizie chrometficznej metog krzywych
wzorcowych zgodnie z proceduropisam w pkt. 8.8.1. Dla przyktadu w tabeli 26
przedstawiono anakzzawartdci cefepimu w serii nr 8E37309 preparatu Maxipim|®
ktora zostata wyliczona na podstawie rownania: B336x-3266,9. Zgodnie z obliczeniami
1,0 g preparatu badanej serii zawiera 0,580 g cefepv postaci dichlorowodorku cefepimu,

czyli 1,0 g dichlorowodorku cefepimu odpowiada B{2Maxipime ®inj.

Tabela 26. Oznaczenie zawarkezi cefepimu w preparacie Maxipime®inj. seria 8E3739

nawazka . . - : zawartosé ilo§¢ Maxipime®
Maxipime® powugrzchma SIFIEIE E2 P cefepimu réwnowazna
(9) Pl (%) w Maxipime® (%) 1 g cefepimu
637583 0,052031 58,04 1,72295
0,08965 637422 0,052017 58,02 1,72354
637750 0,052044 58,05 1,72265
srednia 58,04 1,72305
922652 0,075142 58,09 1,72147
0,12935 922723 0,075181 58,12 1,72058
923570 0,075175 58,11 1,72087
srednia 58,11 1,72097
1229778 0,100111 58,00 1,72409
0,17260 1230100 0,100137 58,01 1,72384
1229862 0,100118 58,00 1,72397
srednia 58,00 1,72397

8.6. Tozsamai¢ cefepimu w badaniach trwatdci roztworow i kropli

Do bada trwatdici cefepimu w kroplach do oczu zastosowano gst na polskim rynku
farmaceutycznym preparat handlowMaxipime®inj. zawierajcy antybiotyk w postaci
dichlorowodorku cefepimu. Poniewawykorzystane w pracy serie zostaly dopuszczone
do obrotu na terenie Polski zaémo, ze producent (Bristol-Myers Squibb) wykonat w tym
celu konieczne i okétone przez farmakogebadania tésamdci substancji oraz oznaczenie

substancji pokrewnych, w przeciwnym razie oznaczsree nie bytyby zwolnione do obrotu.
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Ponadto w badaniach walidacji metodysdmwego oznaczania cefepimu w roztworach
i kroplach przeprowadzono analispecyficznéci, ktéra potwierdza tesamd¢ antybiotyku
(pkt. 8.7.1.).

Tozsamdaé 1% i 5% kropli z cefepimem we wszystkich wersjgcheanalizowanych
w pracy zgodnie z zaleceniami ICH potwierdzona aastw czasie bada metod
wysokosprawnej chromatografii cieczowej przy pom@eyametru jakim jest czas retenciji
(tr) oraz wspotczynnik retencji (k). Statotych parametrow byta monitorowana nazdkam
etapie bada(Tabele 38-52 i 64-78 oraz Ryciny 26-70 i 81-108).

8.7. Walidacja metody HPLC oznaczania cefepimu w 1%5% roztworach wodnych

oraz kroplach recepturowych i ,,przemystowych”

Metoda ilgciowego oznaczania cefepimu w roztworach wodnydhe daroplach do oczu
zostata zwalidowana podatem specyficznéri, doktadndci, precyzji, liniowdci oraz
elastycznéci. Obliczono rownig granie wykrywalnasci oraz grani¢ oznaczalngéci [103].

8.7.1. Specyficzn&t

Celem wykazania specyficzém metody oznaczania cefepimu w kroplach do oczddpao

analizie chromatograficznej wg pkt. 8.8.1. rpsiace roztwory:

= wzorzec chlorowodorku cefepimu (CRS) wg USP 32

= roztwor wodny preparatu Maxipin®n;j. (dichlorowodorek cefepimu)

= krople do oczu placebo, stanasé roztwor wszystkich substancji pomocniczych
zastosowanych 1% i 5% kroplach do oczu z cefepintékiad kropli placebo odpowiadat
pod wzgkédem skiadu jak&ciowego i ilgciowego substancji pomocniczych wersji 4R
1% kropli do oczu. Do analizy specyficZeodofaczono widmo w UV-VIS chlorowodorku

cefepimu oraz kropli placebo. Wyniki badarzedstawiono na rycinach 21-25.

50000

25000

Rycina 21. Chromatogram roztworu wodnego wzorca diglorowodorku cefepimu (CRS),
1-pik uracylu, 2- pik cefepimu
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Rycina 22. Chromatogram roztworu wodnego preparatuMaxipime®inj., 1 — pik uracylu, 2— pik cefepimu

2.481

50000

25000

Rycina 23. Chromatogram kropli w wersji placebo o ktadzie jakosciowym i ilosciowym odpowiadajpcym
wersji nr 4R kropli z 1 % cefepimem,
1 — pik uracylu, 3-sktadniki kropli placebo

Abs

-0.1 1 1 1 I 1 1
190 400 600 g0oo0
YWavelength[nm]

Rycina 24. Widmo UV-Vis dichlorowodorku cefepimu wzakresie dtugdci fali 200 nm — 800 nm.
Analityczna dtugosé fali A max = 257 nm
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Rycina 25. Widmo UV-Vis kropli placebo w zakresie tigosci fali 200 nm — 800 nm

8.7.2. Doktadnaé

Doktadna¢ i precyzg metody oznaczania Hoiowego cefepimu w kroplach wyznaczono
poddajc analizie mieszaniny modelowe kropli 1% (formuganj 1) i kropli 5% (formulacja nr I)
(Tabela 13). Mieszaniny modelowe zawieraty odpowied5,0; 7,5; 8.0; 10,0; 12,0; 12,5 mg/ml
cefepimu tj. w zakresie 50% -125% przewidywanycmikgw analizy 1% kropli oraz 25,0; 37,5;
40,0; 50,0; 60,0; 62,5 mg/ml cefepimu (dla 5% kbogdwniez w zakresie 50%-125%. Dla kdej
mieszaniny modelowej przygotowano po 9 prébek dstragku wg pkt. 8.8.1. Do obliczenia
zawartdci antybiotyku na podstawie uzyskanych pdl powibricpikOw zastosowano krzyw
kalibracyjra 0 wzorze: y=246336x — 3266,9. Za miadoktadndci metody przyjto procent

odzysku, ktéry obliczono wg nastujacego wzoru:

stezenie oznaczone

Odzysk (%) = : : - 100%
stezenie obliczone

Otrzymane wyniki oznachedoktadndci metody dla kropli 1% i 5% przedstawiono w talsbla
27-32.

8.7.3. Precyzja

Precyzg obliczono na podstawie wynikow analizy zawéeto cefepimu w prébach
przygotowanych w pkt. 8.7.2. Precyzjprzedstawiono jako waré liczbowa odchylenia
standardowego oraz jako procent wHglego odchylenia standardowego, czyli wspoétczynnik
zmienndci. Wyniki przedstawiono w tabelach 33-34.
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Tabela 27. Wyniki analizy doktadndci metody ilosciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach modelasty0,50% - 0,75%
(zakres 50%-75% dla kropli 1%)

Mieszanina modelowa 0,50% Mieszanina modelowa 0,75%
» Stezenie » Stezenie
Pple Stgzenie miczz,s;:r::iny Stezenie obtﬁczone E’ole Stezenie miczz,s;:r::iny Stgzenie obtﬁczone
Nr . pongrzch oznaczone | modelowej | oznaczon (m/m) powu_arzchn oznaczone| modelowej | 0znaczone (m/m)
probki ni piku (miv) 25°C (m/m) 0,5176 piku (miv) 25°C (m/m) 0,7467
cefepimu (glen) I cefepimu (glcr®) ——
Yy Yy
1 644290 0,5257 0,5230 101,04 9251009 0,7537 0,7497 0,400
2 637583 0,5203 0,5176 100,00 922238 0,7514 0,7474 0,020
3 637750 0,5204 0,5176 100,00 92312pH 0,7521 0,7481 0,190
4 643026 0,5247 0,5219 100,83 9227283 0,7518 0,7478 0,130
5 637422 0,5202 1,0053 0,5174 99,97 922652 0,7517 1,0053 0,7417 ,1300
6 640319 0,5225 | +£0,0001 0,5197 100,41 923570 0,7525 + 0,0001 0,7485 0,240
7 644108 0,5256 0,5228 101,01 923570 0,7525 0,7485 0,240
8 641993 0,5239 0,5211 100,68 92346pH 0,7524 0,7484 0,230
9 640319 0,5225 0,5197 100,41 923716 0,7526 0,7486 0,230
Srednia 648053 0,5229 0,5201 100,48 923352 0,75232 0,7483 100,21
S 0,4066 0,0898
Wz % 0,4046 0,0896
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Tabela 28. Wyniki analizy doktadndci metody ilosciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach modelasty0,8%-1,0%
(zakres 80%-100% dla kropli 1%)

Mieszanina modelowa 0,80% Mieszanina modelowa 1,0%
., Stezenie ., Stezenie
Ptz Stezenie rﬁgztz(zain Stezenie Chliccue Ptz Stezenie miczis;:rfin Stezenie Bhliccone
Nr powierzchni &z del Y 2 (m/m) powierzchni &z del Y ez . (m/m)
Sbki piku oznaczone | modelowej| oznaczone piku oznaczone| modelowej | oznaczone
pro , (miv) 25°C (m/m) 0,7942 . (miv) 25°C (m/m) 0,9926
cefepimu (glen) cefepimu (glcr®)
9 Odzysk % 9 Odzysk %
1 995848 0,8112 0,8064 101,53 1277144 1,0396 1,0313 03,90
2 996002 0,8113 0,8065 101,54 1274805 1,037[7 1,0295 03,71
3 996425 0,8116 0,8067 101,57 1274591 1,037p 1,025*)3 03,62
4 992952 0,8088 0,8040 101,23 1274084 1,0371L 1,02%’;9 03,6%
[
5 989996 0,8064 1,0060 0,8016 100,93 1278509 1,040 1,0080 1,0324 04,01
6 985432 0,8027 +0,0001 0,7979 100,46 1277444 1,0398 +0,0001 1,0315 03,92
7 992154 0,8082 0,8034 101,16 1275367 1,038 1,0299 03,78
8 993584 0,8093 0,8045 101,29 1276321 1,038p 1,03(|)6 03,83
9 988969 0,8056 0,8007 100,82 1275775 1,0384 1,03(*)1 03,71
Srednia 992374 0,8084 0,8036 101,17 1276004 1,0386 1,0303 103,80
S 0,3541 0,1201
Wz % 0,3500 0,1157
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Tabela 29. Wyniki analizy doktadndci metody ilosciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach modelasty1,20% do 1,25%
(zakres 120%-125% dla kropli 1%)

Mieszanina modelowa 1,20% Mieszanina modelowa 1,25%
., Stezenie ., Stezenie
Pole . Gestasé . obliczone Pole o Gestasé . obliczone
. . | Stezenie mieszaniny Stezenie . .| Stezenie mieszaniny Stezenie
Nr powierzchni | : i (m/m) powierzchni | : (m/m)
sbki piku oznaczone modelowej oznaczone piku oznaczone| modelowej | oznaczone
pro . (miv) 25°C (m/m) 1,1889 ; (miv) 25°C (m/m) 1,2394
cefepimu (glen?) cefepimu (g/cr®)
9 Odzysk % 9 Odzysk %
1 1490053 1,2124 1,2024 101,13 1562172 1,2710 1,2602 101,67
2 1482765 1,2065 1,1966 100,64 1571697 1,2787 1,2679 102,29
3 1483954 1,2075 1,1976 100,73 1564698 1,2730 1,2622 101,84
4 1479956 1,2042 1,1943 100,45 1550213 1,2613 1,25p6 100,90
5 1486363 1,2094 1,0083 1,1994 100,88 1570947 1,2781 1,0085 1,26¥3 102,25
6 1475633 1,2007 +0,0001 1,1908 100,15 1572132 1,2791 +0,0001 1,2683 102,33
7 1495101 1,2165 1,2065 101,48 15723684 1,2792 1,2684 102,34
8 1496695 1,2178 1,2077 101,58 1568974 1,2765 1,2657 102,12
9 1489975 1,2124 1,2024 101,13 1566918 1,2748 1,2640 102,00
Srednia 1486722 1,2097 1,1997 100,91 1566679 1,2676 1,2569 102,00
S 0,4698 0,4322
Wz % 0,4655 0,4237
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Tabela 30. Wyniki analizy dokldnosci metody ilosciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach modelasty2,5% -3,75%
(zakres 50%-75% dla kropli 5%)

Mieszanina modelowa 2,5%

Mieszanina modelowa 3,75%

Gestasd Stezenie Gestasd Stezenie
Pl Stgzenie mie?ssz;Cin Stezenie Ehliczone Ptz Stgzenie mie?ssz;Cin Stgzenie Chliccole
Nr powierzchni &z del y| Stz (m/m) powierzchn &z del y ez (m/m)
sbki piku oznaczone | modelowej | oznaczon piku oznaczone| modelowej | oznaczone
pro : (miv) 25°C e (m/m) | 24810 ; (miv) 25°C (m/m) 3,7190
cefepimu (gler) cefepimu (glcr®)
9 Odzysk 9 9 Odzysk %
1 634828 2,5903 2,5707 103,61 903517 3,6811 3,6518 ,1998
2 633926 2,5867 2,5671 103,47 90309¢ 3,6794 3,6502 ,1598
3 635238 2,5920 2,5724 103,68 903554 3,6812 3,6520 ,1998
4 634560 2,5893 2,5698 103,57 90313¢ 3,6795 3,6503 ,1598
5 634253 2,5880 1.0076 2,5684 103,52 90267 3,6777 1,0080 3,6485 ,1098
6 635144 2,5916 +0,0001 2,5720 103,67 904124 3,6836 +0,0001 3,6543 ,2698
7 636121 2,5956 2,5760 103,83 90189¢ 3,6745 3,6453 ,0198
8 633793 2,5861 2,5666 103,45 9019772 3,6748 3,6456 ,0398
9 635098 2,5914 2,5718 103,66 90151( 3,6729 3,6437 ,9897
Srednia 634773 2,5901 2,5705 103,61 902832,11 3,6783 3,6490 98,11
S 0,1195 0,0944
Wz % 0,1153 0,0962
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Tabela 31. Wyniki analizy doktadndci metody ilosciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach modelasty4,0% -5,0%

(zakres 80%-100% dla kropli 5%)

Mieszanina modelowa 4,0%

Mieszanina modelowa 5,0%

Gestasé Stezenie Gestasé Stezenie

Ptz Stezenie mieisz::in Stezenie Chliccole Ptz Stezenie mieisz::in Stezenie Chllccols
Nr powierzchni &z del Y 2 (m/m) powierzchn &z del Y &z (m/m)

Sbki piku oznaczone | modelowej | oznaczone piku oznaczone| modelowej | oznaczone
pro , (miv) 25°C (m/m) 3,8212 . (miv) 25°C (m/m) 5,0647
cefepimu (glen) cefepimu (glcr®)

9 Odzysk % 9 Odzysk %

1 991598 4,0386 4,0053 104,81 1259564 5,126p 5,0833 00,36

2 991798 4,0395 4,0062 104,84 1275770 5,1928 5,14£|35 01,63

3 996568 4,0588 4,0253 105,34 1266437 5,1544 5,11(|)9 00,91
4 980847 3,9950 3,9621 103,68 128557b 5,232D 5,1879 02,43

0

5 986566 4,0182 1,0083 3,9851 104,28 1287498 5,239p 1,0085 5,19%7 02,58

6 984574 4,0101 +0,0001 3,9770 104,07 1281537 5,215¢ *0,0001 51717 02,11
7 992531 4,0424 4,0091 104,91 12839056 5,2258 5,1812 02,30

8 989253 4,0291 3,9959 104,57 1268644 5,1633 5,1198 01,08

9 985638 4,0144 3,9813 104,19 1258916 5,1238 5,081 0,320
Srednia 988819 4,0274 3,9941 104,52 1274205 5,1858 5,1422 101,53
S 0,5109 0,8857
Wz % 0,4888 0,8723
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Tabela 32. Wyniki analizy doktadndci metody ilosciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach modelaty6,0% -6,25%

(zakres 100%-125% dla kropli 5%)

Mieszanina modelowa 6,0% Mieszanina modelowa 6,25%
., Stezenie ., Stezenie
Ptz Stgzenie miczis;:rfin Stezenie chliccoue Ptz Stezenie miczis;:rfin Stezenie Chliccole
Nr powierzchni &z del Y 2 (m/m) powierzchn &z del Y &z (m/m)
Sbki piku oznaczone | modelowej | oznaczon piku oznaczone| modelowej | oznaczone
pro . (miv) 25°C (m/m) 6,0321 . (miv) 25°C (m/m) 6,1156
cefepimu (glen) cefepimu (glcr®)
9 Odzysk % 9 Odzysk %
1 1505352 6,1242 6,0689 100,61 1550172 6,3062 6,2487 102,17
2 1513408 6,1569 6,1014 101,14 1551162 6,3102 6,2527 102,24
3 1516967 6,1714 6,1157 101,38 1550596 6,3079 6,2504 102,20
4 1515050 6,1636 6,1080 101,26 1546014 6,2893 6,2320 101,90
0
5 1491089 6,0663 1,0001 6,0116 99,66 1551852 6,313D 1,0002 6,255%4 02,28
6 1489311 6,0591 +0,0001 6,0044 99,54 1547541 6,2956 *0,0001 6,2381 02,0Q
7 1500536 6,1047 6,0496 100,29 1543674 6,2798 6,2225 101,74
8 1492632 6,0726 6,0178 99,76 1548601 6,2998 6,2423 02,01
9 1493100 6,0745 6,0197 99,79 1551631 6,3121L 6,2545 02,21
Srednia 1501938 6,1104 6,0552 100,38 1549027 6,3015 6,2441 102,10
S 0,6967 0,1752
Wz % 0,6940 0,1716
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Tabela 33. Wyniki analizy precyzji metody ilgciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach

modelowych 0,5%-1,25% (dla kropli 1%)

Parametry oceny Oznaczone sgzenie cefepimu w mieszaninach modelowych (m/m)
statystycznej
0,5% 0,75% 0,8% 1,0% 1,2% 1,25%
0,5230 0,7497 0,8064 1,0313 1,2024 1,2602
0,5176 0,7474 0,8065 1,0295 1,1966 1,2679
0,5176 0,7481 0,8067 1,0293 1,1976 1,2622
Oznaczone 0,5219 0,7478 0,8040 1,0289 1,1943 1,2506
stezenie 0,5174 0,7477 08016 | 1,0324 | 1,1994 | 1,2673
cefepimu
(%) 0,5197 0,7485 0,7979 1,0315 1,1908 1,2683
0,5228 0,7485 0,8034 1,0299 1,2065 1,2684
0,5211 0,7484 0,8045 1,0306 1,2077 1,2657
0,5197 0,7486 0,8007 1,0301 1,2024 1,2640
X srednie 0,5201 0,7483 0,8036 1,0303 1,1997 1,2569
S 0,002237 0,000671 0,002994 | 0,001155| 0,00556 | 0,005743
2S 0,004475 0,001342 | 0,005988 | 0,002310 | 0,011119| 0,011486
S, srednie 0,001877 0,000489 | 0,002331 | 0,000943 | 0,004449 | 0,004119
0,5204 0,7483 0,8036 1,0303 1,1997 1,2569
" +0,001719 | +0,00515 | +0,002301| +0,000888| +0,004273| +0,004414
Wz (%) 0,4301 0,0890 0,3725 0,1121 0,4634 0,4569
n 9 9 9 9 9 9
f=n-1 8 8 8 8 8 8
ta,f 2,306 2,306 2,306 2,306 2,306 2,306

Tabela 34.Wyniki analizy precyzji metody ilgciowego oznaczania cefepimu w mieszaninach

modelowych 2,5%-6,25% (dla kropli 5%)

Parametry oceny Oznaczone sgzenie cefepimu w mieszaninach modelowych (m/m)
e 2,5% 3,75% 4,0% 5,0% 6,0% 6,25%
2,5707 3,6518 4,0053 5,0833 6,0689 6,2487
2,5671 3,6502 4,0062 5,1485 6,1014 6,2527
2,5724 3,6520 4,0253 5,1109 6,1157 6,2504
2,5698 3,6503 3,9621 5,1879 6,1080 6,2320
Oznaczone 2,5684 3,6485 3,9851 5,1957 6,0116 6,2554
stezenie
cefepimu 2,5720 3,6543 3,9770 5,1717 6,0044 6,2381
(%) 2,5760 3,6453 4,0091 5,1812 6,0496 6,2225
2,5666 3,6456 3,9959 5,1198 6,0178 6,2423
2,5718 3,6437 3,9813 5,0810 6,0197 6,2545
X srednie 2,5705 3,6490 3,9941 5,1422 6,0552 6,2441
S 0,002947 0,003564 0,019477 | 0,04483 | 0,044640 | 0,010661
2S 0,005895 0,007127 | 0,038954 | 0,08966 | 0,089281 | 0,021322
S, srednie 0,002274 0,002936 | 0,015795 | 0,038642 | 0,038459 | 0,003553
2,5705 3,6490 3,9941 5,1422 6,0552 6,2441
" +0,002265 | +0,002739 | +0,014970| +0,034460| +0,034313| +0,008184
Wz (%) 0,1146 0,0977 0,4876 0,8718 0,7372 0,1707
n 9 9 9 9 9 9
f=n-1 8 8 8 8 8 8
t o,f 2,306 2,306 2,306 2,306 2,306 2,306
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8.7.4. Liniowas¢ metody

Liniowos$¢ metody zostata potwierdzona dla wszystkich krzywialibracyjnych zastosowanych
w oznaczeniach ikziowych metod wzorca zewetrznego. Dla kadej krzywej kalibracyjnej
metoda jest liniowa w zakresie 12,60 pg/ml do 1@52Zug/ml (pkt. 8.4))
(Tabele 21-25 oraz Ryciny 17-20).

8.7.5. Granica wykrywalndci (DL)
Graniez wykrywalngci (DL — Detection Limit) wyznaczono na podstawie oglehia
standardowego i wspoétczynnika kierunkowegadea z czterech wyznaczonych krzywych
kalibracyjnych. W tym celu zastosowano wzor:

Sy

DL=33 -—
a

Sy - rozrzut wartéci y wyliczonych z krzywej kalibracyjnej

a - wspotczynnik regresji krzywej kalibracyjnej

Podsumowanie wargoi DL wyznaczonych dla wszystkich krzywych kalibyag/ch
przedstawiono w tabeli 35.

8.7.6.Granica oznaczalndci (QL)
Graniez oznaczalnéci (QL — Quantitation Limit wyznaczono analogicznie jak gragic
wykrywalngici. Do obliczé zastosowano wzoOr uwzglniajacy rowniez te same parametry
krzywej kalibracyjnej jak w pkt. 8.7.5. W olgleniu wartgci granicy oznaczalrsgi
zastosowano wspoétczynnik 10.

Sy

QL=10- —
a

Podsumowanie wargoi QL wyznaczonych dla wszystkich krzywych Kkalibypxych
przedstawiono réwniew tabeli 35. Poriej przedstawiono przyktadowe obliczenia wécto

LD i LQ wykonane na podstawie krzywej y= 2463366828 gdzie :

a=246336,503
Sy=7811,969
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Otrzymar wartas¢ wyliczono w mg/50ml.W przeliczeniu na pg/ixD dla cefepimu wynosi

2,093ug/ml, natomiadtQ wynosi 6,340 pg/ml.

Tabela 35. Rownania regresji zastosowane w badantaoraz odpowiadapce im wartoéci LD i LQ

Rownania regresji zastosowane w badaniach
zawartosci kropli do oczu z cefepimem
w wersjach recepturowych LD LQ
i ,,przemystowych” (pkt.8.4.)

y=239414x-2982 3,30 pg/ml 10,00 pg/mi
y=246336x-3266,9 2,09 pg/ml 6,34 pug/mi
y=251095x-15221 2,30 pg/ml 6,97 pug/mi
y=245642x-2262,4 2,42 pg/ml 7,33 pg/ml

8.7.7. Elastyczn&¢ metody
Elastyczné¢ (Robustnessinetody zbadano poprzez:

1. Wprowadzenie nieznacznych séowych celowych zmian w sktadzie eluenta (zmiana
skiadu fazy ruchomej bufor: acetonitryl (pkt. 8.4 : 5,7; 94:6,0; 94:6,3

2. Wprowadzenie zaplanowanych zmian temperatumyrkoly (23°C; 25°C, 27°C).

3. Poniewa w czasie przechowywania nie stwierdzono zmian pHskiadzie czsci

nieorganicznej eluenta, ocena wptywu pH na stag@arametrow analizy zostata pongiai.

Dokonupc oceny elastyczdoi metody okrélono stald¢ parametrow analizy
chromatograficznej takich jak: czas retencji, wpglnik ogonowania, ik potek
teoretycznych oraz dokladftoi precyzja oznaczania zawaito cefepimu w badanej probie.
Wyniki analizy elastyczniwi metody uzyskano w oparciu o obliczenia wg krziywe
y=246336x-3266,9. Zastosowane parametry analizg omyskane wyniki przedstawiono
w tabeli 36.
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Tabela 36. Wyniki analizy elastycznéci ilosciowej metody oznaczania cefepimu w roztworach wodh

i kroplach do oczu

Nowe parametry:  Czas Powierzchnia Wspéiczynnik  Liczba potek  Doktadnos¢ Zawartosé
skiad eluenta  retencji piku ogonowania  teoretycznych (%) (g/200ml)
i temperatura [min] TEs% na metr

12,174 1277586 1,092 31071,2 103,8 1,0399
. 12,156 1277459 1,096 51918,4 103,79 1,0398
Bufor:Acetonitryl 15 55 1275367 1,081 53145,8 103,62 1,0381
& 12,260 1276321 1,082 53349,6 103,7 1,0389
12,240 1275678 1,080 53354,6 103,65 1,0384
12,252 1275775 1,083 53395,1 103,65 1,0385
srednia 12,222 12763643 1,086 49372,5 103,702 1,0389
S 0,0007
RSD 0,0742
10,831 1277144 1,088 52626,9 103,81 1,0396
Bufor:Acetonitryl 10,826 1274805 1,094 52744,3 103,58 1,0377
(ggjg) 10,832 1274501 1,097 52752,4 103,56 1,0379
10,816 1274084 1,100 52635,6 103,52 1,0371
10,807 1278509 1,103 52393,5 104,48 1,0407
10,809 1277444 1,103 52456,9 103,79 1,0398
srednia 10,818 12758866 1,099 52596,6 103,790 1,0387
S 0,0015
RSD 0,1429
10,316 1275885 1,102 56092,1 103,72 1,0385
. 10,321 1274142 1,100 56013,3 103,66 1,0371
B“fo“gc‘?éon'”y' 10,326 1274846 1,100 56117,7 103,58 1,0377
(2;‘;0) 10,319 1271991 1,103 55894,6 103,35 1,0354
10,319 1276029 1,102 55974,6 103,67 1,0387
10,317 1276543 1,104 56016,2 103,72 1,0391
srednia 10,320  1274710,2 1,102 56003,3 103,616 1,0377
S 0,0014
RSD 0,1308
11,419 1270726 1,155 471315 103,42 1,0344
Bufor:Acetonitryl 11,410 1270073 1,170 474545 103,19 1,0338
(94:6) 11,411 1269432 1,156 47046,7 103,14 1,0333
23°C 11,420 1271016 1,164 46997,5 103,26 1,0345
11,409 1269736 1,160 46967,5 103,24 1,0336
11,420 1273252 1,164 46840,5 103,45 1,0364
srednia 11,415  1270705,8 1,161 47073,1 103,378 1,0343
S 0,0011
RSD 0,1084
9,388 1272960 1,138 50390,9 103,51 1,0362
, 9,391 1271768 1,130 50567,9 103,33 1,0352
B“fo“gAfgtgn'”y' 9,384 1269763 1,140 55337,9 103,17 1,0336
( 2B ) 9,388 1272543 1,145 51234,9 103,39 1,0358
9,384 1274379 1,140 55337,3 103,16 1,0335
9,389 1274379 1,141 50491,3 103,54 1,0373
srednia 9,473 1272067,8 1,139 51616,5 103,461 1,0354
S 0,0013
RSD 0,1260
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8.8. Analiza stzenia cefepimu w 1% i 5% (w/w) wodnych roztworach, wl% i 5%
kroplach recepturowych oraz w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych” $§wiezo

sporzadzonych i w czasie przechowywania w temperaturze @°i 20°C

Zmiany zawartéci cefepimu w roztworach wodnych oraz w kroplacbefgurowych

i ,,przemystowych” byty prowadzone przez okres 30. & tym czasie roztwory i krople
przechowywano w chiodziarkach farmaceutycznych MHB- bez dogpu swiatta

w temperaturze 4°C i 20°C. Badania roztworow ipkrov temperaturze 20°C byty
przeprowadzone w celach porownawczych. Probki ddabamian zawartéci od dnia
sporadzenia roztworow i kropli byly pobierane w warunkagseptycznych w trzydniowych
odstpach. Do analizy zmian gfenia cefepimu w roztworach i kroplach recepturowych
oraz ,,przemystowych” zastosowano zwalidowan pkt. 8.7. metog wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). &enie cefepimu w prébie kedorazowo zostato

wyznaczone metadwzorca zewatrznego.

8.8.1. Tok analityczny

Do oddzielnych trzech kolb miarowych pojendoio50 ml pobierano przy pomocy pipety
potautomatycznej po 500 pl 1% kropli oraz po 25&nobli 5%. Do kadej probki dodawano
po 100 pl roztworu wodnego uracylu ez&niu 0,4 g/l. Uracyl stosowano jako marker
w celu wyznaczenia czasu martwedg) @nalizy i obliczenia wspétczynnika retendji
dla cefepimu. Oljos¢ kolb uzupetniono wog do HPLC. Po wymieszaniu roztwory
przegczono przezg&zek membranowy érednicy porow 0,45 pm do wialek 1,5 ml. Wialki
umieszczono w autosamplerze. Zdej z trzech wialek wykonywano po jednym nastrzyku
(10 pl dla 1% kropli), (5 ul dla kropli 5%). Na psidwie zarejestrowanych pol powierzchni
pikdw obliczono z réwnania krzywych kalibracyjnyskzenie cefepimu w analizowanych
1% i 5% roztworach wodnych oraz w 1% i 5% kroplaarersji recepturowych

i ,,przemystowych”. Réwnania regresji zastosowaleeoznaczania cefepimu w roztworach
wodnych i w poszczegoOlnych wersjach 1% i 5% kropkcepturowych oraz

,,przemystowych” przytoczono w tabeli 20.
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Stezenie cefepimu w % (g/100ml) obliczono ze wzoru:

(y+b)-k
X% = —— gdzie:
a

X - skzenie cefepimu w kroplach lub wodnych roztworach wg¥d00ml)
y - pole powierzchni piku na chromatogramie
a - wspotczynnik kierunkowy krzywej wzorcowej
b - wspodtczynnik liczbowy okrédajacy wielkos¢ przesunicia krzywej wzorcowej wzghem
punktu przegicia na osi y
k - wspoétczynnik wynikajcy z rozciéczen dla kropli 1% k = 0,2.
Dla kropli 5% nie uwzgidnia sé wspotczynnika k we wzorze do oblidgzeskzenia

% cefepimu.

Przyktad obliczenia zawado cefepimu wswiezo sporadzonych 1% kroplach do oczu

wersji nr 4aR. Dane do oblicze

y =1265962
a= 239414
b=2982
k=0,2
(1265962298202
X %= = 1,060 g/100 ml
239414

8.8.2. Parametry analizy chromatograficzne;j

W czasie trwania analizy zmian zawddiocefepimu w 1% i 5% kroplach do oczu w wersjach
recepturowych i ,,przemystowych” wyznaczano gpgjace parametry rozdziatu
chromatograficznego [103,132]:

» (Czas retencjir (Ret. time)

»  Wspoiczynnik retencik (k')

= Pole powierzchni piké (Area)

» llos¢ potek teoretycznych na metr/m (Theorethical Plate)
*» Rozdzielczé¢ Rs (Resolution)

= Wspbtczynnik ogonowani@irsy (Tailing factor).

Wyniki zestawionow tabeli 37.
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Tabela 37. Parametry rozdziatu chromatograficznegavyznaczone dla cefepimuw 1 % i 5 % (w/w) kroplach
wersji recepturowych: nr 4R i IVR oraz kroplach ,,przemystowych” wersji 4P i IVP §wiezo sporzadzonych
oraz podczas przechowywania w temperaturze 4°C

Czas Wspétczynnik ~ Pole Powierzchni  Pétki teoretyczne  Rozdzielczéé ~ Wspotczynnik

Nr ryciny retencji Retenciji Piku Cefepimu na metr (Rs) Ogonowania
(te)[min] ® ®) (N/m) e

Rycina 41 10,969 3,47 1237833 30473,048 22,796 1,150
Rycina42 10916 3,41 1102711 29214,740 11,963 1,145
Rycina43 10,932 3,41 663251 29502,232 8,854 1,144
Rycina 62 10,976 3,48 1216826 27838,876 25,893 1,180
Rycina63 11,007 3,49 985294 75099,66 10,913 1,183
Rycina 64 10,970 3,43 309022 29288,868 8,587 1,144
Rycina 87 10,986 3,37 1296758 37765,460 24,145 1,215
Rycinags 10,719 3,26 1047125 39235,444 11,494 1,215
Rycina 93 10,971 3,45 1265783 37736,086 23,222 1,214
Rycina 94 10,725 3,31 911294 39327,951 11,206 1,216
Rycina101 10,703 3,26 1294976 36267,671 20,311 1,220
Rycina102 10,592 3,19 1113513 38672,125 11,175 1,222
Rycina 107 10,615 3,27 1287869 37660,377 23,675 1,216
Rycina 108 10,872 3,34 1067600 39231,360 11,078 1,216

8.8.3. Wyniki badan stezenia cefepimu w 1% i 5% wodnych roztworach, w 1% i5%
kroplach recepturowych oraz w 1% 1 5% kroplach ,,przemystowych” §wiezo

sporzadzonych i w czasie przechowywania w temperaturze @°i 20°C

* Wyniki bada stzenia cefepimu w 1% wodnych roztworach i w 1% kreplao oczu wers;ji
recepturowych przytoczono w tabelach 38-44 oraz/ciaach 26-46.

* Wyniki bada stzenia cefepimu w 5% wodnych roztworach i w 5% kreplao oczu wers;ji
recepturowych przytoczono w tabelach 45-52 oraz/cimach 47-70.

*  Wyniki bada skzenia cefepimu w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych’zypoczono
w tabelach 64-77 i na rycinach 81-108.
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Tabela 38. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 1% roztworach wodnych (@) $wiezo sporzmdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczm

1% roztwory wodne dichlorowodorku cefepimu (Qq ), srednia dla serii 1 i serii 2

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C

Dzien Srednie pole Srednie stezenie Zmiana Dzien Srednie pole Srednie stkezenie Zmiana
powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci
cefepimuz SD [9/2100 ml] +SD cefepimu = SD [9/200 ml] +SD
(n=6) (%) (n=6) (%)

0 12684007917 1,062+0,142 100,00 0 12668051740 1,061+0,094 100,00
3 12668051740 1,061+0,094 99,87+0,05 3 120041543476 1,005+0,504 94,77+0,39
6 122483314985 1,026+1,043 96,57+1,24 6 109929244917 0,921+0,135 86,81+0,20
9 121163444522 1,015+0,379 95,54+0,49 9 103934614648 0,871+0,662 82,09+0,47
12 1192290+£2255 0,998+1,060 94,01+1,09 12 957002+3107 0,802+0,305 75,60£1,67
15 119185242867 0,998+1,162 93,98+1,19 15 865808+3381 0,726+0,966 68,42+1,02
18 1171275+£1233 0,981+1,022 92,36+1,12 18 777103+3069 0,652+0,152 61,43+0,71
21 115954242307 0,971+1,070 91,44+1,06 21 664703+1027 0,558+1,056 52,58+0,60
24 1151005+£3630 0,964+0,882 90,77+0,93 24 599800+4029 0,504+1,050 47,47+0,74
27 1125690+2102 0,943+0,151 88,7840,26 27 516315471 0,434+0,238 40,90+0,74
30 112216442051 0,940+0,284 88,50+0,12 30 496237+493 0,417+0,181 39,32+0,75
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Rycina 26. Chromatogramswiezo sporzdzonego 1% wodnego roztworu cefepimu (6,)

1- uracyl, 2- cefepim
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Rycina 27. Chromatogram 1% wodnego roztworu cefepim (0.,) po 30 dniach przechowywania

w temp. 4°C.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- produkt rozkladu cefepim
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Rycina 28. Chromatogram 1% wodnego roztworu cefepim (0,9,) po 30 dniach przechowywania

1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynenowego, 4-5- produkty rozkladu cefepimu

w temp. 20°C.
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Tabela 39. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 1% recepturowych kroplach do oczu wesji nr 1R $wiezo sporzadzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczm

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
12732291627
1249010+12039
1240738+1488
123405245076
1227544+1454
1202424+7501
1184875+2902
117962542422
1162142+8838
114945743517
113873441961

Krople recepturowe wersji 1R, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

1,066+0,000
1,046+0,760
1,039+0,685
1,033+0,269
1,028+0,109
1,007+0,566
0,992+1,000
0,988+0,367
0,973+1,210
0,963+0,134
0,954+0,245

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,0040,00
98,10+0,75
97,45+0,67
96,93+0,26
96,42+0,10
94,45+0,53
93,08+0,93
92,67+0,34
91,30+1,10
90,30+0,12
89,46+0,22

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimu £ SD
(n=6)
12732291627
1243913+1554
1119682+4524
1069909+4359
99759746227
934048+4738
870573+1203
806510+2066
77521242036
734657+2071
640989+2282

Srednie stezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

1,066+0,000
1,042+1,814
0,938+0,417
0,896+0,369
0,836+0,620
0,783+0,411
0,730+0,174
0,676+0,149
0,650+0,355
0,616+6,234
0,538+0,559

Zmiana
zawartosci
+SD

(%)
100,00
97,70+1,77
87,97+0,37
84,07+0,31
78,40+0,49
73,42+0,30
68,45+0,12
63,43+0,09
60,98+0,22
57,80+3,60
50,46+0,28
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Rycina 29. Chromatogramswiezo sporzdzonych 1% kropli do oczu z cefepimem w wersji nr R.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego
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Rycina 30. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wers;ji nr 1R po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego,4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 31. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 1R po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 4Q Wyniki oznaczania zawartgci cefepimu w 1% recepturowych kroplach do oczu wesji nr 2R $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni

w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqstatystyczm

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimux SD
(n=6)
127980311482
126451613161
124817816845
124046217767
1229769+3646
1210358+3279
118273742335
117970143641
1177266+2500
1160048+1690
1138367+3105

Krople recepturowe wersji 2R, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

1,072+0,000
1,059+0,482
1,045+1,037
1,039+0,189
1,030+0,857
1,014+0,459
0,991+1,131
0,988+0,755
0,986+0,747
0,972+1,006
0,953+0,383

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
98,81+0,48
97,53+1,21
96,93+0,18
96,10+0,82
94,59+0,43
92,43+1,32
92,20+0,70
92,01+0,69
90,66+0,91
88,97+0,34

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimu = SD

(n=6)
1285134+5385
1251525+3664
11118234813
589314+808
1005825+4079
939312+3984
882478+71
810290+1914
7617842779
718062+1279
647487+559

Srednie stezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

1,076+0,585
1,048+0,188
0,931+0,307
0,495+0,570
0,843+0,859
0,787+0,214
0,740+0,622
0,679+1,059
0,639+0,477
0,602+0,302
0,543+1,134

Zmiana
zawartosci
+SD

(%)
100,00
97,39+0,53
86,55+0,51
45,9840,53
78,32+0,21
73,15+0,27
68,74+0,03
63,14+1,04
59,37+0,06
55,98+0,16
50,50+1,07
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Rycina 32. Chromatograméwieio sporzdzonych 1% kropli do oczu z cefepimem w Wérsji nrR.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego
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Rycina 33. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 2R po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 34. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 2R po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego,4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 41 Wyniki oznaczania zawartdgci cefepimu w 1% recepturowych kroplach do oczu wesji nr 3R $wiezo sporzadzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqstatystyczm

Krople recepturowe wersji 3R, srednia dla serii 1 i serii 2

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole Srednie stezenie Zmiana Srednie pole Srednie stezenie Zmiana
Dyieh powierzchni piku antybiotyku + SD zawartosci Dyien powierzchni piku antybiotyku + SD zawartosci
cefepimu £ SD [9/100 ml] +SD cefepimu = SD [9/100 ml] +SD
(n=6) (%) (n=6) (%)

0 1294256+1075 1,084+0,357 100,00 0 1292367+5385 1,082+0,151 100,00
3 1270479+3109 1,064+1,097 98,17+0,73 3 1236370+3664 1,035+0,078 95,68+0,07
6 1261426+4668 1,056+0,717 97,47+0,35 6 11722144813 0,982+1,244 90,72+0,99
9 1252758+2021 1,049+0,035 96,80+0,31 9 1075844+808 0,901+0,240 83,28+0,33
12 1243554+1412 1,041+0,913 96,09+1,22 12 1028065+4079 0,861+2,304 79,60+1,95
15 1208645+11037 1,012+0,231 93,40+0,55 15 937908+3984 0,786+2,228 72,64%1,51
18 1178998+2021 0,987+0,228 91,12+0,53 18 89640570, 0,751+1,082 69,43+0,86
21 1169362+1637 0,979+0,447 90,37+0,73 21 838391+1914 0,703+0,465 64,95+0,20
24 1169149+1636 0,979+0,004 90,36+0,32 24 79019142779 0,663+1,914 61,23+1,08
27 1152460+4689 0,965+0,058 89,07+0,27 27 696206+1279 0,584+0,600 53,98+0,24
30 1140055+2709 0,955+0,281 88,11+0,56 30 677495559 0,568+0,866 52,53+0,38
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Rycina 35. Chromatograms$wiezo sporzdzonych 1% kropli do oczu z cefepimem w wersji nr B.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 36. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 3R po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 37. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 3R po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego,4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 42. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 1% recepturowych kroplach do oczu wesji nr 3aR $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczrm

Krople recepturowe wersji 3aR,srednia dla serii 1 i serii 2

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C

Dzien Srednie pole Srednie stezenie Zmiana Dzien Srednie pole Srednie stezenie Zmiana
powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci
cefepimuz SD [9/100 ml] +SD cefepimu = SD [9/2100 ml] +SD
(n=6) (%) (n=6) (%)

0 132240143671 1,076+0,329 100,00 0 132240143671 1,076+0,329 100,00
3 1298082+7845 1,057+1,038 98,17+1,34 3 12416751942 1,011+0,754 93,91+0,40
6 1291893+31805 1,052+0,707 97,70+1,01 6 11733751383 0,955+0,146 88,76+0,42
9 1280291+1251 1,042+0,250 96,82+0,56 9 113211241497 0,922+0,669 85,65+0,85
12 1269688+4110 1,034+0,486 96,02+0,78 12 1049622+448 0,855+0,294 79,42+0,49
15 1261612+6532 1,027+0,711 95,41+0,99 15 984097499 0,802+0,121 74,48+0,34
18 1238651+5594 1,008+0,365 93,68+0,65 18 945323+374 0,770+1,000 71,56+1,10
21 1196631+2995 0,974+0,147 90,51+0,43 21 8740241434 0,712+0,042 66,18+0,19
24 1181003+1240 0,962+1,013 89,33+0,61 24 756509+336 0,617+0,801 57,31+0,27
27 1172955+624 0,955+0,353 88,73+0,02 27 755225+313 0,616+0,472 57,22+0,08
30 1166627+5801 0,950+0,472 88,25+0,13 30 710039+351 0,579+0,221 53,81+0,30
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Rycina 38.

Chromatogramswiezo sporzidzonych 1% kropli do oczu z cefepimem w Wérsji nr 8R.

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 39. Chromatogram 1% kropli do oczu z &fepimem w wersji nr 3aR po 30 dniach przechowywaai

w temp. 4°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynenowego, 4- produkty rozktadu cefepimu
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Rycina 40. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefe-pirem w wersji nr 3aR po 30 dniach przechowywania

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkty rozktadu cefepimu

w temp. 20°C
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Tabela 43 Wyniki oznaczania zawartgci cefepimu w 1% recepturowych kroplach do oczu wesji nr 4R §wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczm

Krople recepturowe wersji 4R, srednia dla serii 1 i serii 2

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C

Dzien Srednie pole Srednie stzenie Zmiana Dzien Srednie pole Srednie stkezenie Zmiana
powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci
cefepimuz SD [9/200 mi] +SD cefepimu = SD [9/200 ml] +SD
(n=6) (%) (n=6) (%)

0 123783311982 1,037+0,959 100,00 0 1189647+1075 0,996+0,175 100,00
3 123265944711 1,032+0,265 99,58+0,30 3 1186880+8448 0,994+0,246 99,77+0,17
6 121036716967 1,014+0,243 97,79+0,28 6 1155240+2186 0,968+0,184 97,12+0,11
9 119952445832 1,005+1,006 96,91+0,63 9 10613436788 0,889+0,437 89,24+0,55
12 118470313322 0,992+0,413 95,72+1,08 12 993005+2273 0,832+1,101 83,51+1,02
15 1180410+1551 0,989+0,073 95,37+1,04 15 9256364002 0,776+0,242 77,86+0,05
18 1178998+2021 0,987+0,228 95,26+0,65 18 860802+2897 0,722+0,002 72,43+0,13
21 11669901878 0,977+0,734 94,29+1,15 21 8193641977 0,687+0,891 68,95+0,74
24 1153990+2258 0,967+1,849 93,24+0,10 24 76273514146 0,640+0,237 64,20+1,02
27 1138941+2087 0,954+0,419 92,03+1,02 27 692594+1359 0,581+0,757 58,32+0,29
30 110271143317 0,924+0,502 89,11+0,30 30 663251+918 0,557+0,457 55,86+0,35
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Rycina 41. Chromatograms$wiezo sporzdzonych 1% kropli do oczu z cefepimem w wersji nr B.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 42. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 4R po 30 dniach przechowywania

w temp. 4°C

1- uracyl, 2-cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 43. Chromatogram 1% kropli do oczu z cef-epiram w wersji nr 4R po 30 dniach przechowywania

w temp. 20°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 44.Wyniki oznaczania zawartdgci cefepimu w 1% recepturowych kroplach do oczu waesji nr 4aR $wiezo sporzadzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczm

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
1299562+5068
1290884457128
1281297+4783
1276234+4059
126723311499
12527014287
1241141+48357
119316311076
1150657+22226
11371056500
1123579+8660

Krople recepturowe wersji 4aR,srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD
[9/100 ml]

1,058+0,212
1,051+0,517
1,043+0,336
1,039+0,101
1,032+0,432
1,020+1,027
1,010+1,057
0,971+0,659
0,937+0,413
0,926+0,425
0,915+0,310

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
99,33+0,68
98,60+0,13
98,21+0,84
97,52+0,13
96,40+0,48
95,52+0,97
91,83+0,46
88,57+0,28
87,53+0,27
86,49+0,54

Dzien

© o w O

15
18
21
24
27

30

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimu = SD
(n=6)
126515744929
1226986+1630
1168444+1046
11246124887
1046958+3527
9825284757
937386692
875003+409
758329+401
755037+334
708791+497

Srednie stkezenie
antybiotyku £ SD
[9/100 ml]

1,030+0,366
0,999+0,043
0,951+0,077
0,916+0,100
0,853+0,433
0,800+0,271
0,764+0,821
0,713+0,344
0,618+0,860
0,616+0,796
0,578+0,233

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
96,99+0,32
92,38+0,44
88,92+0,46
82,80+0,78
77,72+0,09
74,16+0,43
69,24+0,02
60,04+0,44
59,78+1,02
56,14+0,12

99



9 &onon

70000

BO000—

50000

" 40000

30000

20000

10000

o

10825 N

25571 B

oo

L
T T T T
25 e ot 100 A2.4

rnin

Rycina 44. Chromatogramswiezo sporzdzonych 1% kropli do oczu z cefepimem w wersji nr dR.

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 45. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 4aR po 30 dniach przechowywania

w temp. 4°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 46. Chromatogram 1% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr 4aR po 30 dniach przechowywania

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- 5- produkty rozktadu cefepimu

w temp. 20°C
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Tabela 45. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 5% roztworach wodnych (@) $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczm

5% roztwory wodne dichlorowodorku cefepimu (G ), srednia dla serii 1 i serii 2

Temperatura przechowywania 4°C Temperatura przechowywania 20°C

Dzien Srednie pole Srednie stzenie Zmiana Dzien Srednie pole Srednie stkezenie Zmiana
powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci powierzchni piku antybiotyku £ SD zawartosci
cefepimuz SD [9/200 mi] +SD cefepimu = SD [9/200 ml] +SD
(n=6) (%) (n=6) (%)

0 123740614787 5,181+0,013 100,00 0 123801815431 5,183+0,021 100,00
3 1226108+2274 5,134+0,007 99,09+0,02 3 115373443534 4,831+0,184 93,21+0,16
6 120706614376 5,054+0,145 97,55+0,16 6 105086614307 4,402+0,152 84,92+0,13
9 1183782+4354 4,957+0,518 95,68+0,53 9 944368+8207 3,957+0,183 76,34+0,16
12 117748516373 4,931+0,370 95,17+0,38 12 848986+6990 3,559+0,390 68,65+0,41
15 115944943431 4,855+0,213 93,72+0,20 15 745435+3287 3,126+0,394 60,31+0,42
18 1118282+2769 4,683+0,015 90,40+0,03 18 573186+4439 2,407+1,107 46,43+1,08
21 1110322+4662 4,650+0,050 89,75+0,04 21 503234+2276 2,114+1,086 40,79+1,06
24 1103693+1947 4,62240,129 89,22+0,11 24 42736414070 1,797+0,223 34,68+0,20
27 1098793+7031 4,602+0,182 88,83+0,19 27 329407+1240 1,388+0,498 26,78+0,48
30 1080686+4194 4,526+0,334 87,37+0,32 30 2686571699 1,135+0,592 21,89+0,61
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Rycina 47. Chromatograméwiezo sporzzdzonego 5% wodnego roztworu cefepimu (9,)
1- uracyl, 2- cefepim
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Rycina 48. Chromatogram 5% wodnego roztworu cefepim (Osy,) po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 49. Chromatogram 5% wodnego roztworu cefepim (Os,) po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- 4- produkty rozktadu cefgimu
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Tabela 46 Wyniki oznaczania zawartagci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr IR $wiezo sporzadzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqnstatystyczr

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
121034245891
119231147750
1186710+2897
115236317042
114164442273
111829615744
109905613441
108425545301
10727131721
1052308+5583
1038342+4406

Krople recepturowe wersji IR, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,068+0,129
4,993+0,203
4,969+0,353
4,826+0,112
4,781+0,101
4,683+0,398
4,603+0,194
4,541+0,144
4,493+0,649
4,408+0,186
4,349+0,255

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
98,51+0,33
98,05+0,48
95,22+0,24
94,34+0,03
92,41+0,27
90,83+0,06
89,61+0,27
88,66+0,78
86,98+0,32
85,82+0,38

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimu £ SD
(n=6)

1210342+5891
1086340+4071

96240242412
860665+4751
764502+4103
683599+2288
668655+2223
584828+3434
503477+4125
486782+2476
353638+2358

Srednie stkezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,068+0,129
4,550+0,112
4,032+0,435
3,607+1,109
3,206+0,075
2,868+0,328
2,805+0,278
2,455+1,057
2,115+0,070
2,046+1,592
1,490+3,467

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00

89,78+0,24
79,57+0,56
71,18+1,01
63,25+0,05
56,59+0,19
55,36+0,14
48,45+0,53
41,74+0,94
40,37+0,46
29,39+0,34
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Rycina 50. Chromatogramswiezo sporzidzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nriR.
l-amyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianoweg@
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Rycina 51.Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepimem w wersjnr IR po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 52.Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepimem w wersjinr IR po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 47 Wyniki oznaczania zawartagci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr laR $wiezo sporzadzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczm

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
123647513851
1214884+5092
119984314341
119671445984
1173887+3053
114871317684
1112950+1734
110457743891
1091513+1312
10852174845
104594616748

Krople recepturowe wersji laR, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,033+0,140
4,945+0,201
4,884+0,328
4,871+0,415
4,779+0,229
4,676+0,393
4,531+0,126
4,497+0,208
4,444+0,016
4,419+0,281
4,259+1,921

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
98,26+0,34
97,05+0,47
96,79+0,56
94,95+0,37
92,92+0,53
90,04+0,01
89,36+0,07
88,31+0,16
87,80+0,42
84,63+2,06

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimu £ SD
(n=6)

1236475+3851

1122883+843
1026798+746
935623+856
846409+410
756983+1267
653112+2599
5495731542
289699+1083
276409605
211924+332

Srednie stkezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,033+0,140
4,572+0,106
4,182+0,246
3,811+0,004
3,449+0,141
3,086+0,341
2,665+0,827
2,244+0,904
1,189+0,896
1,135+0,162
0,874+0,787

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
90,84+0,03
83,09+0,10
75,7310,14
68,54+0,28
61,32+0,20
52,94+0,97
44,59+0,05
23,63+0,04
22,56+1,00
17,36+0,93
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Rycina 53. Chromatogramswiezo sporzdzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nraR
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 54. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr laR po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 55. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr laR po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 48. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr IlIR  $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqnstatystyczry

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
1208115+3581
118363712762
117494045079
114172341768
1103192+4952
107735144393
1067950+1331
1038395+1765
1016432+2857
1014370+4508
997763+2346

Krople recepturowe wersiji llIR, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,059+0,032
4,956+1,060
4,920+0,312
4,781+0,184
4,620+0,914
4,512+0,660
4,473+1,040
4,350+1,028
4,258+0,849
4,249+0,907
4,180+0,400

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
97,98+1,03
97,26+1,08
94,52+0,15
91,34+0,88
89,20+0,63
88,43+1,08
85,99+1,09
84,17+0,82
84,00+0,87
82,63+0,37

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimu £ SD
(n=6)

1208115+3581
1029718+45261
943452449761

856096+5998
7163285873
637067+2303
580027+1158
459281+1417
399092+1972
35348342911
289210+1323

Srednie stkezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,059+0,032
4,313+0,341
3,953+0,820
3,588+0,089
3,004+0,388
2,673+0,321
2,435+0,731
1,931+0,774
1,679+0,319
1,489+0,697
1,220+3,243

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
85,27+0,37
78,15+0,79
70,93+0,12
59,39+0,36
52,85+0,29
48,1440,70
38,17+0,74
33,20+0,35
29,43+0,73
24,13+3,21
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Rycina 56. Chromatogramswiezo sporzdzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nrlIR
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 57. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr [lIR po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 58. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wersji nr [lIR po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 49.Wyniki oznaczania zawartdgci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr lllaR $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z ocepstatystyczrm

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
1299648+1765
129180014246
1285280+5137
128065311046
1268522+1692
1253391+4004
124073014186
117084815823
1164021+4337
1157588+3328
112838745519

Krople recepturowe wersiji lllaR, §rednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,289+0,138
5,257+0,017
5,231+0,005
5,212+0,087
5,163+0,123
5,101+0,102
5,050+0,036
4,766+0,065
4,739+0,228
4,712+0,112
4,594+0,321

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
99,40+0,15
98,90+0,13
98,54+0,05
97,61+0,01
96,45+0,04
95,48+0,17
90,11+0,07
89,59+0,09
89,10+0,02
86,86+0,18

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimu = SD
(n=6)
1299648+4220
12416755773
1170040+7892
1128273+3384
104458818097
988280+6683
957326+3462
875203+1025
755081+834
748239+3164
708801+4453

Srednie stezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,289+0,138
5,054+0,188
4,763+0,329
4,593+0,159
4,254+0,038
4,025+0,117
3,900+0,153
3,566+0,009
3,079+0,247
3,051+0,384
2,891+0,064

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
95,55+0,32
90,05+0,47
86,85+0,02
80,42+0,10
76,10+0,25
73,73+0,29
67,42+0,15
58,20+0,38
57,68+0,24
54,65+0,20
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Rycina 59. Chromatograms$wiezo sporzdzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nrllaR
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 60. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wers;ji nr IllaR po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 61. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefeE)iram w wersji nr lllaR po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 50. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr IVR $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqnstatystyczry

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
1216826+1886
1157858+65141
1151988+4196
1139621+6625
1101669+2503
107733513671
104025611702
1022887+1649
100745741350
989974+3486
985294+4783

Krople recepturowe wersji IVR, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,095+0,469
4,849+0,051
4,824+0,044
4,772+0,437
4,614+0,435
4,512+0,094
4,357+0,829
4,285+0,408
4,220+0,477
4,147+0,142
4,128+0,040

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
95,17+0,42
94,68+0,43
93,67+0,03
90,56+0,035
88,56+0,567
85,52+1,307
84,10+0,883
82,84+0,007
81,40+0,615
81,02+0,432

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimu £ SD
(n=6)

1216826+1886
1028569+1414

95360643941
85729942233
7240234075
653937+1388
57976411041
484759+3862
420964+2979
372452+3219
309022+1661

Srednie stkezenie
antybiotyku £ SD

[9/100 ml]

5,095+0,469
4,309+0,636
3,996+1,047
3,593+0,269
3,037+0,476
2,744+0,157
2,434+0,163
2,037+0,209
1,771+0,031
1,568+0,018
1,303+1,000

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
84,57+0,17
78,42+0,58
70,53+0,74
59,60+0,08
53,85+0,63
47,7740,31
39,99+0,26
34,76+0,50
30,78+0,45
25,58+0,53
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Rycina 62. Chromatogramswiezo sporzidzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nrVR.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 63. Chromatogram 5% kropli do oca z cefepimem w wersji nr IVR po 30 dniach przechoywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 64. Chromatogram 5% kropli do oczw cefepimem w wersji nr IVR po 30 dniach przechowyania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 51. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr IVaR $wiezo sporzadzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqnstatystyczr

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole
powierzchni piku
cefepimuz SD
(n=6)
129835615575
1287057+3307
1274630+1836
126479817262
1256188+5889
1248135+7372
1242236+3862
1189164+4733
1156261+1572
1149927+1983
112932743029

Krople recepturowe wersji IVaR, srednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD
[9/100 ml]

5,284+0,306
5,238+0,335
5,188+0,312
5,148+0,334
5,113+0,201
5,080+0,255
5,056+0,227
4,841+0,529
4,707+0,004
4,681+0,351
4,598+0,284

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
99,13+0,03
98,18+0,01
97,42+0,03
96,76+0,10
96,14+0,05
95,69+0,08
91,61+0,22
89,08+0,30
88,60+0,04
87,01+0,02

Dzien

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimu = SD
(n=6)
1295062+7794
1231268+4128
114326510279
1122659+3508
1043670+4060
97951744946,
92753714815
886066+69450
75166614391
732369+44780
711464+4411

Srednie stkezenie
antybiotyku £ SD
[9/100 ml]

5,271+0,066
5,012+0,265
4,654+0,233
4,571+0,036
4,250+0,013
3,990+0,466
3,779+0,219
3,610+0,025
3,065+0,222
2,986+0,474
2,901+0,392

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
95,09+0,15
88,31+0,20
86,72+0,17
80,64+0,03
75,70+0,08
71,69+0,40
68,50+0,15
58,15+0,09
56,66+0,16
55,05+0,41
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Rycina 65. Chromatograms$wiezo sporzadzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nrVaR
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 66. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wers;ji nr IVaR po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynanowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 67. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wers;ji nr IVaR po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Tabela 52. Wyniki oznaczania zawartéci cefepimu w 5% recepturowych kroplach do oczu wesji nr IVbR $wiezo sporzdzonych i przechowywanych przez 30 dni
w temperaturze 4°C i 20°C, wraz z oceqnstatystyczry

Dzien

Temperatura przechowywania 4°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimux SD
(n=6)
1252188+12342
118246615036
1165628+1846
1152408+1931
11368658399
1115542+34360
1102646+2359
1079067+17659
1062455+3186
1056744+3506
104432014072

Krople recepturowe wersji IVbR, §rednia dla serii 1 i serii 2

Srednie stzenie
antybiotyku £ SD
[9/100 ml]

5,097+0,187
4,813+0,129
4,745+0,045
4,691+0,490
4,628+0,143
4,542+0,253
4,489+0,197
4,394+0,235
4,326+0,535
4,303+0,199
4,253+0,146

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
94,45+0,06
93,11+0,23
92,05+0,68
90,81+0,04
89,12+0,07
88,09+0,38
86,21+0,42
84,89+0,72
84,43+0,39
83,44+0,33

Dzien

© o w O

12

18
21
24
27

30

Temperatura przechowywania 20°C

Srednie pole

powierzchni piku

cefepimu = SD
(n=6)
1252188+12342
10991661862
9971461975
938926+1182
829117+14240
74207811127
67094315637
5890266877
409090+25687
407236+20877
338842+22727

Srednie stkzenie
antybiotyku £ SD
[9/100 ml]

5,097+0,187
4,475+0,004
4,061+0,376
3,825+0,115
3,379+0,085
3,026+0,739
2,737+0,248
2,404+1,052
1,674+0,876
1,666+0,850
1,389+0,058

Zmiana
zawartosci
+SD
(%)
100,00
87,81+0,19
79,69+0,19
75,05+0,30
66,30+0,10
59,37+0,55
53,70+0,43
47,18+1,24
32,85+1,06
32,70+1,04
27,25+0,24
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Rycina 68. Chromatogramswiezo sporzadzonych 5% kropli do oczu z cefepimem w wersji nrVbR.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 69. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefepiram w wers;ji nr IVbR po 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Rycina 70. Chromatogram 5% kropli do oczu z cefe;)iram w wersji nr IVbR po 30 dniach przechowywania
w temp. 20°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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9. Skfad, sposob spoemlzania i wiasciwosci fizykochemiczne rozpuszczalnikow
przeznaczonych do 1% i 5% (w/w) kropli ,,premystowych”. Ocena skutecznszi
ochrony przeciwdrobnoustrojowejsrodkéw konserwujacych w rozpuszczalnikach.

9.1. Skfad rozpuszczalnikow przeznaczonych do 1%6P6 (w/w) kropli ,,przemystowych”

Na podstawie wynikow trwakai chemicznej cefepimu w wersjach recepturowychpkro
badanej metad HPLC, zaprojektowano skiad rozpuszczalnikbw praezonych
do ,,przemystowych”, dwuzbiornikowych wersji 1%6% (w/w) kropli z cefepimem. Skfad

rozpuszczalnikdw przedstawiono w tabeli 53.

Tabela 53. Sktad rozpuszczalnikéw dla 1% i 5% krogl,,przemystowych” z cefepimem

Skitad Numer rozpuszczalnika

rozpuszczalnikow Rozpuszczalniki Rozpuszczalniki

do ,,przemystowych” dla 1% kropli dla 5% kropli
wersji 1% i 5% kropli

z cefepimem 1 2 3 4 I I 1] \Y
kwas cytrynowy - H,O 0,15 0,146 0,15 0,146 0,075 0,075 0,073

oytyniansodu - 20 30 2912 3,0 2912 15 15 1,454

roztwor alkoholu
poliwinylowego

(PVA) - - 50,0 48,535 =
(lepkosé
= 43,21 mPa-s)

roztwor alkoholu Rozpuszczalnik
poliwinylowego wyeliminowany
(IfaF;)\IioAé)c’ = - - z dalszych 50,0 48,474
bada

=17,21 mPa-s
) ze wzgkdu
0,04% wodny roztwor na interakag
boranu 2525 2525 . z cefepimem ) 2,632
fenylorteciowego

alkohol
B -fenyloetylowy 0,404 0,404 - - 0,421

woda do iniekcji do do do do do do do
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0

9.2. Sposob sporgdzania rozpuszczalnikow przeznaczonych do 1% i 5%rkopli

.,przemystowych”

Sporadzono roztwory buforow cytrynianowych, alkoholu ipehylowego i roztworysrodkow
konserwugcych, wedtug procedury opisanej w pkt. 4.1.- 4.3.
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* Rozpuszczalniki ,,przemystowe” nr 1inr |

Bufory cytrynianowe przegzono przez &zki ze szkta spiekanego Schott G-3, przelano
do butelek infuzyjnych pojemdoi 100 ml, zamknrito gumowymi korkami

I metalowymi kapslami. Rozpuszczalniki wyjatowionoautoklawie w temperaturze 121°C przez

20 minut, przy nadénieniu 101,4 kPa.

* Rozpuszczalnik ,, przemystowy” nr 2
Bufor cytrynianowy zakonserwowano roztworem pomoeypin boranu fenylogciowego

i alkoholem B-fenyloetylowym, przegzono przez &£zek ze szkia spiekanego Schott G-3,
przelano do butelek infuzyjnych pojenfico 100 ml, zamknrito gumowymi korkami

i metalowymi kapslami. Rozpuszczalniki wyjatowiono autoklawie w temperaturze 121°C

przez 20 minut, przy nadeiieniu 101,4 kPa.

* Rozpuszczalniki ,,przemystowe” nr 3 i nr 1l
Do roztworu alkoholu poliwinylowego dodawano stapmd caly czas mieszgj roztwor buforu
cytrynianowego. Sposzlzone rozpuszczalniki przgzono przez &zek ze szkia spiekanego
Schott-G1, przelano do butelek infuzyjnych pojesand00 ml, zamknito gumowymi korkami

i metalowymi kapslami. Rozpuszczalniki wyjatowiono autoklawie w temperaturze 121°C

przez 20 minut, przy nadeiieniu 101,4 kPa.

* Rozpuszczalniki ,,przemystowe” nr 4 i nr IV

Do roztworu alkoholu poliwinylowego dodawano stamd caty czas mieszg
zakonserwowany roztwor buforu cytrynianowego. Spdzene rozpuszczalniki przgszono
przez gczek ze szkita spiekanego Schott G-1, przelano deldkuinfuzyjnych pojemniei
100 ml, zamknito gumowymi korkami i metalowymi kapslami. Rozpusoiki wyjatowiono
w autoklawie w temperaturze 121°C przez 20 mintgy padcénieniu 101,4 kPa.

9.3. Ocena fizyczna rozpuszczalnikdw przeznaczonyao kropli ,,przemystowych” swiezo
sporzadzonych oraz poddanych testowi diugoterminowemu ora testowi przyspieszonego

starzenia

Swiezo sporadzone, jatlowe rozpuszczalniki poddano ocenie §ekovej: zbadano pH, émienie
osmotyczne oraz lepké, dokonano take oceny organoleptycznej podt&m przezroczystoi,
zabarwienia 1 zapachu. Rozpuszczalniki umieszczomo komorach klimatycznych

Farmaceutycznej Spoétdzielni Pracy ,Filofarm” w d8pszczy. Rzpuszczalniki
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przechowywano przez okres 6-ciu mgegt w temperaturze 40°C + 2°C, przy wilgaioo
75% RH = 5% RH oraz przez okres 12 mgegiw temperaturze 25°C + 2°C, przy wilgatcio
60% RH + 5% RH. W odgpach trzymiesicznych prowadzono ocenfizyczm
rozpuszczalnikbw pod akem pH, cinienia osmotycznego, wyglu oraz lepkéci
w przypadku rozpuszczalnikbw zawiexgjch w skiadzie alkohol poliwinylowy. Wyniki
bada s$wiezo sporadzonych rozpuszczalnikbw oraz w trakcie ich przegheania

przedstawiono w tabelach 54-56 i na rycinach 71-76.
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Tabela 54. Ocena fizyczna rozpuszczalnikéw przeznaenych do 1% i 5% (w/w) kropli ,,przemystowych” zcefepimemswiezo sporzydzonych

oraz w czasie testu diugoterminowego po 3 i 6 migsach w temp. 25°C + 2°C i RH 60% * 5% RH

g Rozpuszczalnikwiezo sporadzon i3 2 miEscee S99 meaEe
= P poradzony temp. 25°C + 2°C i RH 60% + 5% RH | temp. 25°C + 2°C i RH 60% * 5% RH
G Cisnienie | gestoic | Lepkaic cisnienie | cesioie | Lepkaie Cisnienie | Gestaic | Lepkasé
2 | PH osm. | ojem?] | [mPa-s] | P osm. lo/om] | [mPa-s] | PT oS- [g/cm?] | [mPa:s]
S [MOsm/I] [MOsm/I] [MOsm/I]
1 6,21 300 i i 6,25 306 i i 6,12 303 i i
+ 0,01 t4 +0,01 +1 + 0,02 2,0
) 6,26 337 ) ) 6,24 339 ) ) 6,12 334 ) )
+ 0,02 4 + 0,02 +2 + 0,02 1
3 6,13 343 1,0232 7,88 6,24 339 1,0248 8,32 6,12 334 1,0253 8,69
+0,01 4 +0,0001| +0,00 | +0,02 +2 +0,0001| +0,01 | £0,02 +1 +0,0001| £0,01
4 6,17 367 1,0223 7,47 6,09 380 1,0240 8,15 6,03 379 1,0247 8,52
+ 0,00 2 +0,0000f +0,00 | £0,01 t4 +0,0002| +0,00 | £0,01 +2 +0,0001| +0,01
| 6,38 159 i i 6,34 163 i i 6,26 162 i i
+ 0,00 1 + 0,02 0 + 0,01 +1
I 6,10 181 1,0119 4,70 6,08 183 1,0126 4,82 6,01 185 1,0129 4,87
+0,01 0 + 0,000 = 0,00 +0,01 1 +0,0000f +£0,00 | +0,01 +2 +0,0001| £0,00
v 6,20 240 1,0145 4,55 6,06 224 1,0130 4,91 5,97 222 1,0131 4,93
+ 0,01 +3 +0,0000f +0,00 | +0,01 +2 +0,0000f +0,00 | +0,02 +3 +0,0002| *2,0
Wyglad Wszystkie wersje rozpuszczalnikéw po okresie 3rii€skcy przechowywania pozostaty bezbarwne i przezrdezys
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Tabela 55 Ocena fizyczna rozpuszczalnikéw przeznaczonych dé@4dli 5% (w/w) kropli ,,przemystowych” z cefepimem$wiezo sporzydzonych
oraz w czasie testu diugoterminowego po 9 i 12 reigcach w temp. 25°C £ 2°C i RH 60% * 5% RH

.g Rozpuszczalnikwiezo sporadzony RO 9imiescach Pod2imiescach
% temp. 25°C + 2°C i RH 60% * 5% RF temp. 25°C + 2°C i RH 60% + 5% RH
N
= O S, . S .
9 oH C'?;;”'e Gestoic | Lepkai¢ | C'?S'fn”'e Gestoic | Lepkaié | C'?S';”'e Gestai¢ | Lepkasé
o - 3 o : 3 o : 3 -
R [mOsm/] [g/cm?3] | [mPa-s] [mOsm/] [g/cm?3] [mPa:s] [mOsmII] [g/cm3] | [mPa-s]
1 6,21 300 ) i 6,11 306 ) i 6,14 311 ) )
+ 0,01 +4 + 0,01 +1,0 + 0,02 +2,0
5 6,26 337 i i 6,13 335 i i 6,18 339 i i
+0,02 4 +0,01 +2 +0,02 +1
3 6,13 343 1,0232 7,88 6,08 342 1,0242 8,72 5,95 353 1,0235 8,79
+ 0,01 4 +0,0001| +0,00 | £0,00 +2 + 0,0001 +0,00 | £0,01 +1 +0,0000( %0,02
4 6,17 367 1,0223 7,47 6,05 378 1,0239 8,50 5,99 380 1,0227 8,53
+ 0,00 +2 +0,0000f +0,00 | £0,01 +2 + 0,0000 +0,01 | £0,01 +1 +0,0001| %0,01
| 6,38 159 ) i 6,24 162 ) i 6,27 161 ) )
+ 0,00 +1 + 0,00 +0 +0,01 2
" 6,10 181 1,0119 4,70 5,97 183 1,0121 4,85 5,99 184 1,0113 491
+0,01 +0 +0,000 | £0,00 | £0,02 +1 +0,0001 +0,01 | £0,01 +3 +0,0001| +0,02
v 6,20 240 1,0145 4,55 6,00 227 1,0121 4,95 6,01 230 1,0114 4,92
+ 0,01 +3 +0,0000f £0,00 | £0,01 +1 + 0,0002 +1,00 | £0,01 +1 +0,0001| £2,00
Wyglad Wszystkie wersje rozpuszczalnikéw po okresie 9 imi@skcy przechowywania pozostaty bezbarwne i przezrdezys
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Tabela 56 Ocena fizyczna rozpuszczalnikéw przeznaczonych dé4dli 5% (w/w) kropli ,,przemystowych” z cefepimem$wiezo sporzydzonych
oraz w czasie testu przyspieszonego po 3 i 6 migsich w temp. 40°C £ 2°C i RH 75% + 5% RH

bezbarwne i przezroczyste.

g Rozpuszczalnikwiezo sporadzon PO & miEeEel P 6 M CEe
= P %0 Sporaf y temp. 40°C £ 2°C i RH 75% = 5% RH temp. 40°C £ 2°C i RH 75% * 5% RH
B cisnienie | gestose | Lepkase cisnienie | Gestoic | Lepkaié cisnienie | Gestosc | Lepkasé
2 pH OSM. [o/ecm?] | [mPa-s] PH OSM. [g/cm?] [mPa:s] pH oSM. [g/cm?] | [mPa:s]
5 [MOsm/I] [MOsm/I] [MOsm/I]
1 6,21 300 ) ) 6,23 307 ) i 6,09 306 i i
+0,01 t4 + 0,02 0 + 0,00 +2
5 6,26 337 i i 6,22 339 i i 6,12 337 i i
+ 0,02 t4 + 0,02 2 + 0,00 +1
3 6,13 343 1,0232 7,88 6,02 356 1,0247 8,15 5,87 363 1,0238 8,68
+0,01 t4 +0,0001| +0,00 | +0,01 +4 +0,0002 | £0,00 | £0,02 2 +0,0001 | +0,01
4 6,17 367 1,0223 7,47 6,04 386 1,0241 8,40 5,88 388 1,0232 8,46
+0,00 +2 +0,0000f +0,00 | 0,01 +2 +0,0001| +0,02 | £0,02 1 +0,0001| 0,01
| 6,38 159 ) ) 6,30 163 ) i 6,28 162 i i
+ 0,00 +1 + 0,01 +1 + 0,00 +0
" 6,10 181 1,0119 4,70 6,20 185 1,0126 4,78 6,05 199 1,0071 4,97
10,01 +0 + 0,000 +0,00 | £0,01 +0 +0,0001| £0,01 | £0,01 +1 +0,0001| 0,00
Y 6,20 240 1,0145 4,55 6,02 229 1,0130 4,89 6,01 234 1,0124 4,96
+0,01 +3 +0,0000f +0,00 | £0,01 +2 +0,0001| £0,00 | £0,01 +2 +0,0001| £2,0
Wyglad Wszystkie wersje rozpuszczalnikéw po okresie 6 reoysprzechowywania w warunkach przyspieszonego estiaizoozostaty
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Rycina 71. Zmiany pH rozpuszczalnikéw przeznaczonych do 1% %% kropli ,przemystowych”
poddanych testowi dlugoterminowego starzenia w tem@25°C + 2°C i RH 60% + 5% RH
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Rycina 72. Zmiany cknienia osmotycznego (mOsm/l) rozpuszczalnikow przeaczonych do 1% i 5%

kropli ,przemystowych” poddanych testowi diugoterminowego starzenia w temp. 25°C = 2°C

i RH 60% * 5% RH
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Rycina 73. Zmiany lepkdci (mPa-s) rozpuszczalnikéw przeznaczonych do 1% kropli
~przemystowych” poddanych testowi diugoterminowegaostarzenia w temp. 25°C + 2°C

i RH 60% + 5% RH
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Rycina 74. Zmiany pH rozpuszczalnikdw przeznaczonycdo 1% i 5% kropli ,przemystowych”
poddanych testowi przyspieszonego starzenia w tem0°C + 2°C i RH 75% + 5% RH
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Rycina 75 Zmiany cisnienia osmotycznego (mOsm/l) rozpuszczalnikdw przeaczonych do 1% i 5%

kropli ,przemystowych” poddanych testowi przyspiezonego starzenia w temp. 40°C + 2°C
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Rycina 76 Zmiany lepkosci (mPa-s) rozpuszczalnikdéw przeznaczonych do 1%%%6 kropli

i RH 75% + 5% RH
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~przemystowych” poddanych testowi przyspieszonegstarzenia w temp. 40°C + 2°C i RH 75% + 5% RH
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9.4. Badanie skuteczn&i ochrony przeciwdrobnoustrojowej srodkow konserwujacych
w rozpuszczalnikach przeznaczonych do 1% i 5% kropl,przemystowych”

Skuteczné¢ $rodkdéw konserwujcych w rozpuszczalnikach ,,przemystowych” po 1@-st
mieshcach przechowywania w temperaturze 25°C + 2 °C pikyotnosci 60 % RH £+ 5% RH
zbadano testem konserwacji zgodnie wymogami Farpekiolskiej VII [56,123] i procedar
opisan, we wczéniejszych badaniach [115].

Badania skuteczsoi ochrony przeciwdrobnoustrojowej rozpuszczalnikaastaty wykonane
w Katedrze i Zaktadzie Bakteriologii Farmaceutygzbmiwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu przez dr farm. Hel&ukulke.

Materiat do bada mikrobiologicznych stanowity rozpuszczalniki ,,praystowe” w wersjach

nr 2 i nr 4 oraz wersji nr IV, ktére zostaly dosteone przez KatedrTechnologii Postaci Leku
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgosycit/MK w Toruniu.

Wymagane przez FarmakapePolsky VII szczepy testowe zastosowane w badaniach to:
Pseudomonas aeruginogal CC 9027,Staphylococcus aureuSTCC 6538P,Candida albicans
ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404. Test konserwacji zostat poszerzony
o drobnoustroje nie e¢fie w monografii 5.1.3. Farmakopei Polskiej VII Bacillus cereus
orazListeria monocytogenes

Kryterium akceptacji dla testu skuteczoo ochrony przeciwdrobnoustrojowej zgodnie
z Farmakopg Polsky VII przedstawiono jako log redukcji liczby zdoldycdo zycia
drobnoustrojéw oraz jako stopieredukcji komorek w procentach, w stosunku do waito
uzyskanej dla inokulum. Wyniki testu konserwacjia dfozpuszczalnikdw przeznaczonych

dla wersji ,przemystowych” 1 % i 5 % kropli do ocpuzedstawiono w tabelach 57-58.
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Tabela 57. Wymagania dla testu konseawji wg FP VII dla preparatow do oczu - kryterium A

Sposob przedstawienia wyniku 6 h 24 h 7 dni 28 dni

_ Log redukgiji (FP VII) 2 3 - BW?!
Bakterie
Stopien redukcji komorek (%) 99 % 99,90 % - 100 %
Log redukgiji (FP VII) - - 2 BN?
Grzyby
Stopien redukcji komorek (%) - - 99 %

1 - BW — brak wzrostu zdolnych dozycia drobnoustrojow
2 - BN — liczba drobnoustrojéw nie zwgksza sg¢

Tabela 58. Wyniki testu konserwacji dla rozpuszczalikdw nr 2 , nr 4 i nr IV przeznaczonych do sporadzania 1 % i 5% kropli ,,przemystowych”,
po 12 miesacach przechowywania w temperaturze 25 °C + 2 °C/68 RH + 5% RH

Rozpuszczalnik nr 2 Rozpuszczalnik nr 4 Rozpuszczalnik nr IV
Szczepy testowe
Stopien redukcji komorek
6 h 24 h 7dni 28 dni 6 h 24 h 7 dni 28 dni 6h 24 h 7 dni 28 dni
Pseudomonas | g g99, 100 9 - 100% | 99,99% 100 % - 100% | 99,99% 100 % - 100 %
aeruginosa
Stap;l}’r';‘jgccus 99.95% 99,99% - 100% | 99,99% 100 % ; 100% | 99,99% 100 % ; 100 %
Candida albicans - - 100% 100 % - - 99,99% 100 % - - 99,99% 100 %
Aspergillus niger - - 100 %  100% - - 99,99 % 100 % - - 99,99% 100 %
Bfgg‘lﬁ 99,99% 99.99% - 99,99 % | 99,85% 99,90 % - 99,99 % | 99.80% 99,90 % - 99,99 %
Listeria
monocytogenes | 99,97 % 100 % - 100% | 99,99 % 99,99 % - 100% | 99,99% 99,99 % - 100 %
1] Mieszanina konserwagga nie spetnia kryteriéw farmakopealnych wg tab@li
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10. Aseptyczne sporzdzanie i badanie 1% i 5% kropli ,,przemystowych”

10.1. Sktad 1% i 5% kropli ,,przemystowych” z cefpimem

Tabela 59. Sktad 1% i 5% kropli ,, przemystowych” z wykorzystaniem rozpuszczalnikéw
$wiezo sporzdzonych oraz poddanych procesowi przyspieszoneg@stenia

Sktadniki (g) 1% krople ,,przemystowe” 5% krople ,,przemystowe”

na 100 g kropli 1POi1P6 2P0i2P6 3P0i3P6 4P0i4P6 IPOiIP6 IIPOilIIP6  IVPOIiIVP6
Cefepim
(dichlorowodorek 1,0 1,0 1,0 1,0 5,0 5,0 50
cefepimu)

o 1,725 1,725 1,725 1,725 8,625 8,625 8,625
Maxipime inj.

98,27
Rozpuszczalnik 1

98,27
Rozpuszczalnik 2

98,27
Rozpuszczalnik 3

98,27
Rozpuszczalnik 4

91,37
Rozpuszczalnik |

91,37
Rozpuszczalnik llI

Rozpuszczalnik IV 91,37

10.2. Tok posgpowania przy sporzadzaniu 1% i 5% ,, przemystowych” kropli

z cefepimem

W warunkach aseptycznych do suchej, jalowej i wyreamej zlewki odwzono z doktadngéria do
0,001 g przepisanilos¢ Maxipime®inj. i dodano odpowiedaiilo$¢ rozpuszczalnika&wiezo
sporadzonego lub poddanego wénéj procesowi przyspieszonego starzenia wg [XB3].
Po rozpuszczeniu antybiotyku, krople przelano dwelek, zamknrito gumowymi korkami

i metalowymi kapslami.Wszystkie wersje kropli ,przemystowych” wykonane staty
w dwodch réwnolegtych seriackKrople chronione odwiatta przechowywano w temperaturze

4°C przez 30 dni. Kropléwiezo sporadzone oraz w czasie ich przechowywania poddanoi®cen
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fizykochemicznej obejmuagej badania organoleptyczne, pH§niénie osmotyczne oraz lepko
w przypadku wersji kropli ze zwkszona lepkéria. Stzenie cefepimu w kroplach zbadano

wedtug toku analitycznego opisanego w pkt. 8.8.1.

10.3. Ocena fizykochemiczna 1% i 5% kropli ,,przemstowych” przygotowanych
przy uzyciu rozpuszczalnikdw s$wiezo sporzdzonych oraz poddanych testowi

przyspieszonego starzenia (6 miggly w temp. 40°C = 2°C i RH 75% * 5% RH)

10.3.1. Ocena organoleptyczna

Wyniki oceny organoleptycznej 1% i 5% kropli ,, enzystowych” przytoczono w tabesio.

10.3.2. pH 1% i 5% kropli ,,przemystowych”
Wyniki bada pH 1% i 5% kropli ,, przemystowych” przytoczonotabeli 61 i na rycinach
77-78.

10.3.3. Analiza dnienia osmotycznego w 1% i 5% kroplach ,,przemystoych”
Whyniki analizy cénienia osmotycznego w 1% i 5% kroplach ,, przemysgth” przytoczono
w tabeli 62 i na rycinach 79-80.

10.3.4. Gstos¢ oraz lepkasé 1% i 5% kropli ,,przemystowych”
Wyniki bada gestasci i lepkasci kropli 1% i 5% kropli ,, przemystowych” przytooao
w tabeli 63.

10.3.5. Wyniki badaa stezenia cefepimu w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych”z ocery

statystyczm (trwato$¢ cefepimu w kroplach ,,przemystowych”)

Metock analityczrm oraz rOwnania regresji zastosowane w oznaczers&ebnia cefepimu
w kroplach ,,przemystowych” przytoczono w pkt.48.Analiz zawartdci cefepimu
w kroplach 1% i 5% ok&ono wedtug toku analitycznego przytoczonego w k8.1.
Wyniki bada stkzenia cefepimu w 1% i 5% kroplach ,,przemystowycpizedstawiono
w tabelach 64-77 i na rycinach 81-108. Poroéwnameatosci cefepimu w 1% i 5%
»przemystowych” kroplach do oczu przygotowanyataypuzyciu rozpuszczalnikbvwiezo
sporadzonych oraz rozpuszczalnikbw poddanych testowiygpieszonego starzenia
przedstawiono w tabeli 78.
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Tabela 60. Zapach, zabarwienie i przezroczyséé 1% i 5% kropli ,, przemystowych” przygotowanych
przy uzyciu rozpuszczalnikbw swiezo sporzmdzonych (PO) oraz poddanych testowi przyspieszonego
starzenia (P6) (6 miegicy w temp. 40°C + 2°C i RH 75% + 5% RH) przechowywaych
w temperaturze 4°C

Symbole | Krople éwieio sporadzone | P %0 dniach przechonywania
kropli
,,przemystowych” | zabarwienie, Japach Zabarwienie, Japach
przezroczystaé b przezroczystaé P
. 2 zapach produktow
1PO bezbarwne, antybiotyku jasnaotte rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
bezbarwne jasnaotte 2 I [HE TS
1P6 ; antybiotyku rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
. . L. zapach
bezbarwne, antybiotyku jasnaotte .
2P0 Przezroczyste | i konserwantu przezroczyste proﬁﬁggz\évrxgrlj:adu
. . > zapach
bezbarwne, antybiotyku jasna:6tte .
2P6 przezroczyste | i konserwantu przezroczyste pro?ﬁg;c;\évrx;ﬁﬁdu
bezbarwne . jasna:6tte zapach produktpyv
3P0 X antybiotyku rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
bezbarwne jasnaotte 2 I [E TS
3P6 ; antybiotyku rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
. . L. zapach
bezbarwne, antybiotyku jasnaotte h
4P0 przezroczyste | i konserwantu przezroczyste proicilij(l)i(;vevnr,\?;l::z\du
. . . zapach
bezbarwne, antybiotyku jasnaotte )
4P6 przezroczyste | i konserwantu przezroczyste prof’l:’g:]z\grx;rﬁﬁdu
z0ke ciemnaoite zapach produkiow
IPO ' antybiotyku y rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
z0ie ciemnaoite ZE{EION RrOLl Ty
IP6 ’ antybiotyku ' rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
z0ke ciemnaoite zapach produkiow
PO ' antybiotyku y rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
z0kte ciemnaoite 2 I [E TS
IP6 ' antybiotyku ’ rozktadu bardziej
przezroczyste przezroczyste wyczuwalny
L2 . : L. zapach
z0tte, antybiotyku ciemnaoite, h
IVPO przezroczyste | i konserwantu przezroczyste proicilij(l)i(;vevnr,\?;l::z\du
IVP6 z0kte, antybiotyku ciemna:otte, 0 duIi%r\J/\?(r:cr)]zkia du
przezroczyste | i konserwantu przezroczyste P i konserwantu
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Tabela 61. pH 1% i 5% kropli ,,przemystowych” przechowywanych w temperaturze 4°C, przygotowanych
przy uzyciu rozpuszczalnikow $wiezo sporzdzonych (P0O) oraz poddanych testowi przyspieszonego
starzenia (P6) (6 miegicy w temp. 40°C = 2°C i RH 75% + 5% RH)

Symbole Krople pH kropli przechowywanych w temp.4°C.

kropli Swiezo Po 6 Po12 = Po18 Po24 | Po30
»przemystowych” sporzadzone dniach dniach | dniach | dniach dniach
1PO 6,19 6,26 6,28 6,31 6,30 6,25
+0,02 +0,01 +0,00 +0,00 +0,01 +0,02

1 P6 6,13 6,18 6,22 6,20 6,21 6,16
+0,01 +0,02 +0,05 +0,00 +0,02 +0,01

2P0 6,24 6,21 6,28 6,26 6,30 6,31
+ 0,00 +0,01 +0,05 +0,01 +0,02 +0,01

2P6 6,15 6,20 6,24 6,23 6,26 6,28
+ 0,00 +0,01 +0,00 +0,05 +0,00 +0,01

3P0 5,97 6,08 6,10 6,10 6,15 6,18
+0,02 +0,05 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01

3P6 5,93 6,11 6,16 6,20 6,23 6,21
+ 0,00 +0,01 +0,00 0,01 +0,01 0,01

4P0 5,90 6,19 6,15 6,18 6,21 6,24
+ 0,05 +0,01 +0,00 +0,01 +0,00 +0,02

4P6 591 6,20 6,12 6,16 6,26 6,23
0,01 +0,00 +0,02 +0,00 +0,01 +0,01

IPO 5,61 5,65 571 574 5,80 5,85
+ 0,00 +0,05 +0,00 +0,01 +0,01 +0,01

IP6 5,59 5,62 5,66 5,80 5,82 5,88
+0,01 +0,01 +0,00 0,01 +0,01 +0,02

PO 5,89 5,81 5,95 6,11 6,20 6,22
+ 0,00 +0,02 +0,01 +0,00 +0,01 +0,01

HIP6 5,90 591 6,10 6,18 6,22 6,25
+0,01 +0,01 +0,01 +0,00 +0,01 +0,01

VPO 6,02 6,12 6,18 6,20 6,22 6,20
+0,00 +0,00 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01

VPG 5,99 6,09 6,15 6,19 6,16 6,18
+0,05 +0,01 +0,01 +0,00 +0,01 +0,01
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Rycina 77. pH 1% i 5% kropli do oczu z cefepimem wvers;ji ,,przemystowej” przygotowanych
z zastosowaniem rozpuszczalnikodwiezo sporzdzonych. Krople przechowywano przez 30 dni
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Rycina 78. pH 1% i 5% kropli do oczu z cefepimem wversji ,,przemystowe]” przygotowanych
z zastosowaniem rozpuszczalnikéw poddanych procesoprzyspieszonego starzenia
(6 m-cy, temp. 40°C = 2°C i RH 75% % 5% RH). Kropleprzechowywano przez 30 dni w temp. 4°C
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Tabela 62. Cénienie osmotyczne 1% i 5% kropli ,,przemystowych”przechowywanych w temperaturze 4°C
przygotowanych na rozpuszczalnikachswiezo sporzdzonych (P0O) oraz poddanych testowi przyspieszonego
starzenia (P6) (6 miegicy w temp. 40°C + 2°C i RH 75% + 5% RH)

Cisnienie osmotyczne (mOsm/l)
Symbole Krople kropli przechowywanych w temp.4°C.
Kropl Swiezo Po 6 Po12 = Pol8 @ Po24 Po 30
«przemystowych” | sporzdzone dniach dniach dniach dniach dniach
1PO 391 395 394 397 397 398
+1 +1 +0,6 +0,6 +0 +1
1P6 399 400 400 401 405 404
+0,6 1 +1 +1 +1 +1
2P0 422 420 423 421 422 424
+1 +1 +1 +1 +1 +1
2P6 425 427 427 430 425 428
+2 +1 +1 +1 +1 +1
3P0 439 440 442 440 442 443
+1 +1 +1 +1 +1 +1
3P6 451 453 450 452 455 457
+0,6 +1 1,2 +1 +1 +1
4P0 456 458 459 457 458 460
+1 +1 +1 +1 +0 +1
4P6 441 444 449 451 453 457
10,6 +1 +1 +0 +1 +1
IPO 550 543 544 545 543 547
+2 +1 +11 +1 +1 +1
IP6 552 551 553 553 554 5591
+1 1 +1 +1 +1 +11
NP0 571 571 576 580 584 590
+1 +1 +1 +1 +1 +1
HP6 581 582 585 590 591 596
+1 +1 21 +1 +6 +1
VPO 620 621 640 643 649 652
+1 +1 +1 +1 +0 +1
VPG 614 619 622 635 638 645
+1 +1 +1 +0 +1 +1
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Rycina 79. Cknienie osmotyczne 1% i 5% kropli do oczu z cefepinm w wersji ,,przemystowej”
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Rycina 80. Cknienie osmotyczne 1% i 5% kropli do oczu z cefepinm w wersji ,,przemystowej”
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Tabela 63. Gstosé i lepkosé 1% i 5% kropli ,,przemystowych” przechowywanych w temperaturze 4°C
przygotowanych przy uwyciu rozpuszczalnikéw $wiezo sporzdzonych (P0O) oraz poddanych testowi
przyspieszonego starzenia (P6) (6 migsy w temp. 40°C £ 2°C i RH 75% + 5% RH)

Symbole Gestasé (g/ent) Lepko$é¢ (mPas)
kropli Kroole $wiezo kropli Kroole $wiezo kropli
,,przemystowych” pie swiez po 30 dniach pie swiez po 30 dniach
. sporzadzone . sporzadzone .
ze zwikszom przechowywania przechowywania
lepkoscia w temp. 4°C w temp. 4°C

3P0 1,0286 1,0291 9,14 9,30
+0,0001 +0,0001 0,75 +0,35

3P6 1,0298 1,0299 9,35 9,89
10,0001 +0,0000 +1,19 +0,38

4P0 1,0246 1,0260 8,25 8,36
+0,0001 +0,0001 0,45 0,25

4P6 1,0294 1,0293 9,53 9,28
10,0001 +0,0002 +0,87 +0,02

PO 1,0401 1,0440 5,79 5,88
+0,0001 +0,0001 +0,30 0,40

HP6 1,0396 1,0404 5,78 5,91
10,0001 +0,0001 +0,14 +0,30

VPO 1,0381 1,0392 5,86 591
+0,0001 +0,0001 10,20 +0,30

\VP6 1,0401 1,0405 591 5,67
+0,0001 +0,0001 +0,03 +0,11
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Tabela 64.

Wyniki

badaa

zawartosci

cefepimu  w

1%

kroplach  do

oczu

w wersji ,,przemystowej” (1P0) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy ayciu
$wiezo sporzmdzonego rozpuszczalnika, wraz z ocgrstatystyczm

Wersja 1P0, $rednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml] + SD (%)
0 1253714+ 10781 1,011 0,052 100,00
3 1250420+ 1702 1,008+ 0,000 99,74+ 0,05
6 1215059+ 6247 0,98@ 0,397 96,95 0,33
9 1211249+ 8445 0,977+ 0,025 96,65+ 0,03
12 1202531+ 7113 0,97 0,100 95,9% 0,15
15 1183381+ 8635 0,955+ 0,476 94,46+ 0,40
18 1148352+ 5837 0,92°# 0,057 91,7& 0,10
21 1141555+ 10347 0,921+ 0,134 91,16+ 0,07
24 1138057+ 87307 0,912 0,317 90,8% 0,33
27 1131735+ 86597 0,914+ 0,171 90,39+ 0,20
30 1077454+ 3969 0,87 0,073 86,11 0,11

Rycina 81. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersjilPO bezpdrednio po przygotowaniu przy uzyciu
swiezo sporzdzonego rozpuszczalnika.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 82. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersjilPO po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C.

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 65. Wyniki badaa zawartosci cefepimu  w 1%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej”’ (2P0) przechowywanych w émp. 4°C, przygotowanych przy uyciu
$wiezo sporzmdzonego rozpuszczalnika, wraz z ocgrstatystyczm

Wersja 2P0, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku + SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml] + SD (%)
0 1268556 + 4984 1,023 £ 0,024 100,00
3 1248177 + 16184 1,006 £ 0,228 98,41 + 0,25
6 1217875 + 50694 0,982 + 0,010 96,05 + 0,01
9 1209860 + 99974 0,976 + 0,079 95,43 + 0,05
12 1203926 + 3167 0,971+ 0,435 94,97 + 0,39
15 1181104 + 10090 0,953 + 0,973 93,19+ 0,93
18 1172435 + 8736 0,946 + 0,052 92,51 + 0,07
21 1135421 + 5100 0,916 + 0,003 89,63 + 0,02
24 1123965 + 2944 0,907 + 0,082 88,74 + 0,09
27 1095419 + 5430 0,885 + 0,648 86,51 + 0,58
30 940756 + 6740 0,761 + 0,699 74,47 + 0,50
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Rycina 83. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji2P0 bezpdrednio po przygotowaniu przy wzyciu
swiezo sporzdzonego rozpuszczalnika
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytryneanowego
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Rycina 84. Chromatogram 1% kropli do oczu w wers;ji2P0 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 66. Wyniki badah zawartosci cefepimu  w 1%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej” (3P0) przechowywanych w eémp. 4°C, przygotowanych przy wyciu
$wiezo sporzdzonego rozpuszczalnika, wraz z ocgrstatystyczm

Wersja 3P0, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml] + SD (%)
0 1275327 + 4112 1,028 £ 0,118 100,00
3 1259333 + 7892 1,015 £+ 0,090 98,76 £ 0,03
6 1258772 + 8666 1,015 £ 0,024 98,72 + 0,09
9 1254578 + 5945 1,011 £ 0,290 98,39 £ 0,40
12 1224203 + 2895 0,987 + 0,028 96,04 +0,14
15 1193527 + 6849 0,963 + 0,076 93,66 £ 0,18
18 1168665 + 2808 0,943 + 0,028 91,74 +0,13
21 1162793 + 9709 0,938 + 0,262 91,28 £0,13
24 1153913 + 3270 0,931 + 0,196 90,59 + 0,28
27 1119968 + 102870 0,904 + 0,534 87,96 + 0,37
30 1103331 + 8916 0,891 + 0,091 86,67 + 0,02
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Rycina 85. Chromatogram 1% kropli do oczu wversji 3P0 bezpdrednio po przygotowaniu przy uzyciu $wiezo
sporzadzonego rozpuszczalnika
1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego
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Rycina 86. Chromatogram 1% kropli do oczu w wers;ji3P0 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela

67.

Wyniki  badai

zawartosci

cefepimu  w
w wersji ,,przemystowej” (4P0) przechowywanych w eémp. 4°C, przygotowanych przy uyciu

swiezo sporzdzonego rozpuszczalnika, wraz z ocarstatystyczm

Wersja 4P0, Srednia dla serii 1 i serii 2

kroplach  do

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml] + SD (%)
0 1296758 + 9484 1,045 £ 0,623 100,00
3 1291607 + 66594 1,041 £ 0,415 99,61 +0,21
6 1263294 + 77474 1,018 £ 0,924 97,45+ 0,29
9 1239930 + 112654 1,000 £0,178 95,67 +0,43
12 1222226 + 78054 0,986 + 0,036 94,32 + 0,55
15 1195226 + 104954 0,964 + 0,092 92,26 + 0,49
18 1181431 + 33804 0,953 + 0,188 91,21 +0,40
21 1169242 + 112294 0,943 + 0,245 90,28 + 0,78
24 1158794 + 4871 0,935 + 0,012 89,48 + 0,57
27 1124979 + 45270 0,908 + 0,968 86,91 + 0,30
30 1047125 + 6748 0,846 + 0,472 80,97 + 0,12

Rycina 87. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji4P0 bezpdrednio po przygotowaniu przy uzyciu §wiezo

Rycina 88. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji4P0 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
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Tabela 68.

Wyniki

badaa

zawartosci

cefepimu  w
w wersji ,,przemystowej” (IP0) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy @yciu swiezo

sporzadzonego rozpuszczalnika, wraz z ocerstatystyczry

Wersja IPO, srednia dla serii 1 i serii 2

5%

kroplach  do

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml]) + SD (%)
0 1283669 + 12282 5,173 + 0,000 100,00
3 1268162 + 11034 5,111 + 0,009 98,81 + 0,83
6 1231896 + 13777 4,967 + 0,002 96,01 + 0,22
9 1194925 + 7502 4,819 + 0,085 93,17 £ 0,23
12 1185567 + 2190 4,782 + 0,034 92,45 +0,31
15 1170157 + 2811 4,721 + 0,004 91,26 +0,42
18 1156881 + 26507 4,668 + 0,072 90,24 + 0,97
21 1129574 + 8397 4,559 + 0,009 88,14 + 0,85
24 1099353 + 6150 4,439 + 0,054 85,81 + 0,21
27 1075786 + 1916 4,345 + 0,012 84,00+1,13
30 1014548 + 8671 4,101 + 0,096 79,28 + 0,26
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Rycina 89. Chromatogram 5% kropli do oczu w wersjilPO bezpdrednio po przygotowaniu przy uzyciu §wiezo

sporzadzonego rozpuszczalnika

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 90. Chromatogram 5% kropli do oczu w wers;jilPO po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu



Tabela 69. Wyniki badan zawartosci cefepimu  w 5%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej” (IlIP0) przechowywanych w temp. 4°C, przygotowanych przy aéyciu
$wiezo sporzdzonego rozpuszczalnika, wraz z ocarstatystyczm

Wersja IIIPO, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu + SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml]) + SD (%)
0 1300185 + 4523 5,239 + 0,000 100,00
3 1238840 + 347033 4,994 +0,957 95,34 + 0,56
6 1272118 + 336893 5,127 + 0,066 97,87 +0,32
9 1238517 + 80756 4,993 + 0,125 95,31 + 0,59
12 1229081 + 9517 4,956 + 0,064 94,59 + 0,30
15 1189703 + 31798 4,799 + 0,198 91,60 + 0,91
18 1163047 + 4553 4,693 + 0,073 89,57 + 0,33
21 1135205 + 8167 4,582 + 0,152 87,46 + 0,67
24 1084887 + 27682 4,381 + 0,635 83,63 + 0,65
27 1077343 + 1434 4,351 + 0,004 83,06 + 0,02
30 965125 + 11190 3,904 +0,417 74,53 + 1,05
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Rycina 91. Chromatogram 5% kropli do oczu w wers;jillIPO bezposrednio po przygotowaniu przy uzyciu §wiezo
sporzadzonego rozpuszczalnika
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 92. Chromatogram 5% kropli do oczu w wérsjiIIIPO po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 70. Wyniki  badan

zawartosci

cefepimu  w
w wersji ,,przemystowej” (IVP0O) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy wayciu
swiezo sporzdzonego rozpuszczalnika, wraz z ocgrstatystyczm

Wersja IVPO, srednia dla serii 1 i serii 2

5%

kroplach

do

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml]) + SD (%)
0 1265783 + 6647 5,102 + 0,000 100,00
3 1243304 + 14811 5,012 + 0,069 98,25+ 0,34
6 1221120 + 7246 4,924 + 0,070 96,51 +0,34
9 1216460 + 24781 4,905 + 0,010 96,15 + 0,05
12 1169020 + 16320 4,716 + 0,128 92,45 + 0,59
15 1159230 + 9479 4,677 + 0,089 91,68 +0,41
18 1146372 + 18066 4,626 + 0,083 90,68 + 0,37
21 1113747 + 19502 4,496 + 0,041 88,13 +0,18
24 1058186 + 4258 4,275 + 0,052 83,79 +£0,22
27 1050520 + 52936 4,244 + 0,001 83,20 £ 0,05
30 911294 + 42572 3,690 + 0,014 72,33 +0,05

oczu

Rycina 93. Chromatogram 5% kropli do oczu w wersjilVPO bezpdgrednio po przygotowaniu przy uzyciu $wiezo
sporzadzonego rozpuszczalnika

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 94. Chromatogram 5% kropli do oczu w wers;jilVPO po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela

71.

Wyniki

badaa

zawartosci
w wersji ,,przemystowej” (1P6) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy ayciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn

cefepimu  w

1%

kroplach  do

statystyczm
Wersja 1P6, Srednia dla serii 1 i serii 2
Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu + SD antybiotyku + SD zawartosci
(n=6) [g/100 ml]) + SD (%)
0 1267662 + 13330 1,034 + 0,578 100,00
3 1258719 + 6585 1,027 £ 1,059 99,30 £ 0,48
6 1233132 + 10556 1,006 + 0,036 97,28 £ 0,53
9 1225023 + 6420 0,999 + 0,076 96,64 £ 0,48
12 1217257 + 1490 0,993+ 0,142 96,03 +0,69
15 1213737 + 3647 0,990 + 0,115 95,75+ 0,44
18 1195885 + 2673 0,976 + 0,056 94,35 + 0,49
21 1175290 + 6745 0,959 + 0,925 92,73 +£1,09
24 1154224 + 6507 0,942 + 0,515 91,07 £ 0,06
27 1121659 + 2435 0,915 + 0,051 88,50 + 0,47
30 1114727 + 7715 0,909 + 0,843 87,96 + 1,05
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Rycina 95. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji 1P6 begosrednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku
poddanemu testowi przyspieszonego starzenia

Rycina 96. Chromatogram 1% kropli do oczu w wers;jilP6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynenowego, 4- produkt rozktadu cefepimu

1- uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego

"zo000

70000+

BO000—

50000

40000

30000

20000+

10000+

a

»

1502 @
= 2520 ¥
3982

AN

i

N

10682

"

0.0

2.5

T
s0

T TT
7.5 10.0

T
125
min

142



Tabela 72. Wyniki badaa zawartosci cefepimu  w 1%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej” (2P6) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy ayciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn
statystyczm

Wersja 2P6, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni
piku cefepimu + SD
(n=6)
0 1273274 + 12644
3 1258120 + 12964
6 1253748 + 11883
9 1223525 + 11217
12 1212569 + 12129
15 1207851 + 9006
18 1204136 + 11319
21 1158364 + 11640
24 1119486 + 11024
27 1117656 + 12250
30 1099045 + 11884

Srednie stzenie

antybiotyku = SD

[9/200 ml])
1,039 + 0,029
1,026 £ 0,165
1,023 £+ 0,070
0,998 + 0,007
0,989 + 0,041
0,985 + 0,152
0,982 + 0,033
0,945 £ 0,082
0,913 +0,091
0,912 + 0,020
0,897 + 0,836

Zmiana
zawartosci
+ SD (%)
100,00
98,81 £ 0,13
98,47 +£ 0,09
96,10 £ 0,02
95,24 +0,01
94,87 £0,12
94,58 + 0,06
90,99 £0,10
87,94 +£0,10
87,80 £ 0,01
86,34 + 0,67
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Rycina 97. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji2P6 bezpdrednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku

poddanemu testowi przyspieszonego starzenia

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 98. Chromatogram 1% kropli do oczu w w-ersji2P6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1-uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 73. Wyniki badaa zawartosci cefepimu w 1%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej” (3P6) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy ayciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn
statystyczm

Wersja 3P6, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu £ SD antybiotyku = SD zawartosci
(n=6) [g/200 ml]) + SD (%)

0 1265665 + 11096 1,032 £ 0,211 100,00
3 1246624 + 4418 1,017 £ 0,305 98,50 + 0,51
6 1243659 + 13616 1,014 £ 0,063 98,26 + 0,27
9 1224500 + 6043 0,999 + 0,203 96,75 + 0,08
12 1220706 + 8114 0,996 + 0,229 96,45 + 0,02
15 1216190 + 8255 0,992 + 0,329 96,10 £ 0,11
18 1193801 + 1919 0,974 £ 0,128 94,33 £ 0,08
21 1193629 + 11108 0,974 + 0,150 94,32 £ 0,34
24 1164454 + 4881 0,950 + 0,004 92,02+0,2
27 1124050 + 1102 0,917 £ 0,109 88,83 £ 0,28
30 1088028 + 2049 0,888 + 0,008 85,99 + 0,17
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Rycina 99. Chromatogram 1% kropli do oczu w wers;ji3P6 bezpérednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku
poddanemu testowi przyspieszonego starzenia

1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 100. Chromatogram 1% kropli do oczu w wers;ji3P6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C.
1-uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 74. Wyniki badahn zawartosci cefepimu  w 1% kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej”’ (4P6) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy wyciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn
statystyczm

Wersja 4P6, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stezenie Zmiana
piku cefepimu + SD antybiotyku + SD Zzawartosci
(n=6) [9/100 mi]) + SD (%)
0 1294976 + 1005 1,056 £ 0,099 100,00
3 1261713 £ 91475 1,029 £ 0,469 97,44 + 0,36
6 1256441 + 6790 1,025 £ 0,020 97,03 +£0,08
9 1236280 + 12605 1,008 = 0,023 95,48 + 0,12
12 1214155 + 11435 0,990 = 0,020 93,77 £0,11
15 1203936 + 11975 0,982 + 0,002 92,98 + 0,09
18 1194922 + 10591 0,975+ 0,024 92,29+0,11
21 1177957 + 11444 0,961 + 0,116 90,98 + 0,19
24 1163799 + 4571 0,949 + 0,031 89,89 + 0,06
27 1124133 + 1054 0,917 £ 0,015 86,83 £ 0,10
30 1113513 + 5798 0,908 + 0,376 86,01 +0,41
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Rycina 101. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji4P6 bezpérednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku
poddanemu testowi przyspieszonego starzenia
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 102. Chromatogram 1% kropli do oczu w wersji4P6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynenowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 75. Wyniki badahn zawartosci cefepimu  w 5%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej” (IP6) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy wayciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn
statystyczm

Wersja IP6, srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu + SD antybiotyku £ SD zawartosci
(n=6) [9/200 ml]) + SD (%)
0 1271165 +4090 5,184 + 0,000 100,00
3 1239106 + 9997 5,054 £ 0,043 97,48 £0,19
6 1227810 +7084 5,008 + 0,047 96,60 + 0,49
9 1212402 + 12559 4,945 £ 0,043 95,39+0,12
12 1202861 + 7251 4,906 + 0,099 94,64 + 0,57
15 1198751 + 10846 4,889 £ 0,007 94,31 +0,70
18 1162525 + 3627 4,742 + 0,002 91,47 + 0,23
21 1104713 £ 11196 4,506 = 0,001 86,93 £0,13
24 1089982 + 10692 4,446 £ 0,005 85,77 +0,44
27 1032515 + 10835 4,213 £ 0,000 81,26 + 0,00
30 918448 + 9571 3,748 + 0,000 72,30 + 0,00
0 |§L fI\L T T TT T

Rycina 103. Chromatogram 5% kropli do oczu w wers;jilP6 bezpdrednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku
poddanemu testowi przyspieszonego starzenia
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 104. Chromatogram 5% kropli do oczu w vT/ersjiIP6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C
1-uracyl, 2- cefepim, 3- skladniki buforu cytrynianowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 76. Wyniki badahn zawartosci cefepimu  w 5%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej”’ (llIP6) przechowywanych w temp. 4°C, przygotowanych przy wayciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn
statystyczm

Wersja IIIP6, Srednia dla serii 1 i serii 2

Dzien Srednie pole powierzchni Srednie stzenie Zmiana
piku cefepimu + SD antybiotyku + SD Zzawartosci
(n=6) [g/100 ml]) + SD (%)
0 1322449 +3301 5,393 + 0,003 100,00
3 1277845 + 12458 5,211 + 0,049 96,63 + 0,22
6 1244784 + 4732 5,077 £ 0,001 94,14 + 0,02
9 1237572 + 11412 5,047 + 0,051 93,59 + 0,26
12 1207959 + 11175 4,927 + 0,009 91,36 £ 0,02
15 1190620 + 10888 4,856 £ 0,016 90,05 + 0,06
18 1179596 + 7916 4,811 + 0,059 89,22 + 0,25
21 1154814 + 11531 4,710 £ 0,038 87,35+ 0,15
24 1082764 +1747 4,417 £ 0,004 81,91 +0,01
27 1079489 + 9899 4,404 £ 0,000 81,66 +0,01
30 963863 + 3429 3,933 £0,454 72,93 £ 1,64

Rycina 105. Chromatogram 5% kropli do oczu w wersjillIP6 bezposrednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku
poddanemu testowi przyspieszonego starzenia
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 106. Chromatogram 5% kropli do oczu w wersjilllP6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynanowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 77. Wyniki badahn zawartosci cefepimu  w 5%  kroplach do oczu
w wersji ,,przemystowej” (IVP6) przechowywanych wtemp. 4°C, przygotowanych przy ayciu
rozpuszczalnika przemystowego poddanego testowi prpieszonego starzenia, wraz z ocgn
statystyczm

Wersja IVP6, srednia dla serii 1 i serii 2

Dzieh Srednie pole powierzchni Srednie stezenie Zmiana
piku cefepimu + SD antybiotyku + SD zawartosci
(n=6) [9/100 mi]) + SD (%)
0 1287869 + 11601 5,252 + 0,003 100,00
3 1263995 + 11443 5,155 + 0,006 98,15 + 0,014
6 1262796 + 10750, 5,150 + 0,032 98,06 + 0,145
9 1253030 + 10484 5,110 £ 0,020 97,30 £ 0,111
12 1244991 + 11459 5,078 £0,018 96,68 + 0,100
15 1216761 + 2211 4,963 £ 0,012 94,49 £ 0,043
18 1188111 + 11268 4,846 + 0,016 92,27 + 0,088
21 1167072 + 7017 4,760 £ 0,010 90,64 + 0,032
24 1079489 + 9249 4,404 + 0,000 83,85+ 0,012
27 1077123 + 10357 4,394 £ 0,001 83,66 £ 0,017
30 1067600 + 982 4,355 + 0,004 82,93 + 0,028
o .E‘ME‘ .AN T T T 4 T

Rycina 107. Chromatogram 5% kropli do oczu w wersjilVP6 bezpdrednio po przygotowaniu na rozpuszczalniku
poddanemu testowi przyspieszonego starzenia
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynianowego
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Rycina 108. Chromatogram 5% kropli do oczu w wersjilVP6 po 30 dniach przechowywania w temp. 4°C.
1- uracyl, 2- cefepim, 3- sktadniki buforu cytrynanowego, 4- produkt rozktadu cefepimu
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Tabela 78. Trwalas¢ cefepimu w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych” przygtowanych
przy zastosowaniu $wiezo sporzdzonych rozpuszczalnikbw oraz rozpuszczalnikbw podthych
procesowi przyspieszonego starzenia

Krople ,,przemystowe” PO

Wersje kropli do oczu

z 1% i 5% cefepimem 1% krople ,,przemystowe” ‘ 5% krople ,,przemystowe”
sporzdzonych
z zastosowaniem

rozpuszczalnikviwiezo 1PO 2P0 3P0 4P0 IPO PO VPO

przygotowanych
trwato §¢ (4°C) 27 dni 21 dni 24 dni 21 dni | 18 dni 15 dni 18 dni

Krople ,,przemystowe” P6
1% krople ,,przemystowe 5% krople ,,przemystowe

Wersje kropli do oczu
Zz 1% i 5% cefepimem
sporadzonych
Z zastosowaniem
rozpuszczalnikow 1P6 2P6 3P6 4P6 | IP6  lIP6  IVP6
poddanych testowi
przyspieszonego starzenia

trwato §¢ (4°C) 24 dni 21 dni 24 dni 21 dni | 18 dni 15 dni 21 dni

11. Produkt rozktadu cefepimu w 1% i 5% kroplach do oczu przechowywanych
w temperaturze 4°C i 20°C

Przy pomocy oprogramowania LC Solution stgecego zestawem do chromatografii cieczowej
wykonano widmo absorpcji w UV produktu rozpadg=&,16 min), pojawiajcego st najszybciej

w 1% i 5% kroplach recepturowych (Ryciny 26-70)w kroplach ,,przemystowych”
(Ryciny 81-108) przechowywanych w temperaturze 20°@Widmo absorpcji cefepimu
w UV charakteryzuje si dwoma maksimami przy diugo fali A=236 nm oraz 257 nm.
W widmie absorpcji produktu rozkiadg=t 4,16 min nastapit zanik charakterystycznego dla
cefepimu maksimum przy diuga fali A=257 nm oraz w tym widmie pojawito ¢sinowe

maksimum przy diugi fali A=287 nm (Ryciny 109 i 110).
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Rycina 109. Przyktadowe chromatogramy 1% buforowangh kropli do oczu z cefepimem
w wersji 1R po sporadzeniu (A), po 30 dniach przechowywania w temp. 4°@) oraz po 30 dniach
przechowywania w temp. 20°C (C)
1- sktadniki buforu cytrynianowego, 2- uracyl- maker, 3- cefepim, 4-5- produkty rozktadu cefepimu
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Rycina 110. Widmo w UV-Vis cefepimu = 10,884 min) zawartego w 1% kroplach
swiezo sporzdzonych wersji recepturowej 1R (A). Widmo absorpcjiproduktu rozpadu cefepimu
(tr= 4,16 min) stwierdzonego w kroplach po 30 dniachrpechowywania w temp. 20°C (B)
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V. Omowienie wynikow

W ramach zaplanowanego celu pracy realizowangpajgte badania:

e Opracowanie technologii 1% i 5% (w/w) recepturowykiopli do oczu z cefepimem
i okreslenie trwatdci kropli przechowywanych w temperaturze 4°C i 20pOprzez
wyznaczenie czasu (dni), w ktoryngstnie cefepimu w kroplachetizie utrzymywato si na
poziomie nie niszym jak 90% pocizkowego stzenia.

e Opracowanie i walidacja metody HPLC dostmwego oznaczania cefepimu w 1% i 5%
recepturowych i ,,przemystowych” kroplach do oczmiezo sporadzonych oraz w czasie ich
przechowywania w temperaturze 4°C i 20°C

* Ocena wptywu niezlminych w sktadzie kropli substancji pomocniczychzfraszczalnikow,
substancji buforacych, substancji zwkszapce] lepkad¢, substancji konserwagych),
temperatury przechowywania orazz&nia cefepimu na wéaiwosci fizyczne oraz trwaks
cefepimu w 1% i 5% kroplach recepturowych.

* Opracowanie skfadu i metody spagizania rozpuszczalnikbw przeznaczonych do 1%
I 5% ,,przemystowych” kropli z cefepimem 2z okkeniem ich trwaléci testem
przyspieszonego starzenia i testem dtugoterminovwagadnie z wytycznymi ICH oraz
badaniami skuteczioi przeciwdrobnoustrojowej  srodkow konserwujcych
w rozpuszczalnikach z ich zawaita,.

* Ocena trwatéci cefepimu w 1% i 5% kroplach wersjach ,,przemysich”, sporzdzonych
z zastosowaniem rozpuszczalnikééwiezo sporadzonych oraz poddanych badaniom
trwatosci testem przyspieszonym wedtug ICH.

W pierwszym etapie badadokonano testu zgodém farmaceutycznej 1% i 5% wodnych

roztworéw cefepimu z substancjami pomocniczymi,r&tdv zal@eniu pracy powinny hy

wiaczone do skladu kropli. Wyniki analizy przedstawdorw tabeli 12. W interakej
farmaceutyczan z 1% i 5% roztworami cefepimu wchodzi§rodki konserwujce: chlorek
benzalkoniowy, tiomersal, dioctan chlorheksydynyon@ast boran fenylogtiowy wykazywat

inetrakcg wytacznie z 5% roztworem antybiotyku (Tabela 12).

Do sporadzania kropli z cefepimem w wersjach recepturowyebzpuszczalnikow cefepimu

do wersji ,,przemystowych” wykorzystano roztwosubstancji pomocniczych, ktorych tok

sporadzania opisano w pkt. 4. W ramach oceny jalovej buforéw cytrynianowych
przed procesem wyjatawiania oraz po nim dokonaomigrow: pH, dinienia osmotycznego
oraz przeprowadzono ocgrorganoleptycza (zabarwienie i przezroczyst), a w przypadku

roztworu alkoholu poliwinylowego zmierzono dodatkmlepka¢. (Tabele 9 11).
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Omowienie wynikow

Do okr&lenia zmian zawartei cefepimu w badanych 1% i 5% kroplach oraz rozaeb
wodnych §wiezo sporadzonych oraz w czasie ich przechowywania w temp #4°20°C
zastosowano metedwysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwrdgonukiadzie faz,
ktora walidowano pod &em: specyficzngi, dokladndci, precyzji i liniowaci oraz wyznaczono
granie wykrywalnasci i oznaczalnéci cefepimu w trakcie catego cyklu badaPonadto
dokonano oceny wpltywu niewielkich zaplanowanych ami na parametry analizy
chromatograficznej — robustness.z$ama¢ cefepimu w badanich trwao roztworow i kropli
zostata przedstawiona w pkt. 8.6.

* Specyficzngé

W badaniu specyficzidoi (pkt. 8.7.1) wykazanaze srodki pomocnicze zawarte w kroplach

do oczu z cefepimem tj. cytrynian sodu, kwas cywyy, alkohol poliwinylowy, boran

fenylorteciowy i alkohol B-fenyloetylowy nie miaty wptywu na wynik oznaazeefepimu

w kroplach, poniewaprzy diugdci fali 254 nm i przy czasie retencji, charakteyggnym

dla cefepimu @=0k.10,99 min) nie pojawily s8i piki pochodzace od zastosowanych

substancji pomocniczych (Rycina 21-23). Pik cefepinie interferowat z pikiem produktu

rozktadu, ktérego czas retencji bytzery (k= ok.4,18 min.) od czasu retencji cefepimu

(Rycina 109 i 110).

» Dokfadnosé

Za miak dokfadndci przygto procent odzysku antybiotyku z mieszanin modeldwy

0 okreslonej zawartéci cefepimu (pkt. 8.7.2) Doktad&é oznaczé cefepimu w 1% kroplach

wynosita od 100,21% do 102%, natomiast w 5% krdplaat 98,11% do 104,52%.

* Precyzja

Precyzg (pkt. 8.7.3.) oznaczecefepimu w badanych kroplach o#@no podczas analizy

mieszanin modelowych antybiotyku poprzez obliczenmocentowego wzgtinego

odchylenia standardowego, zwanego wspotczynnikienezndci (Wz).

e Liniowosé

W opracowanej metodzie Hoiowego oznaczania cefepimu w kroplach i roztworach

wodnych wyznaczono cztery krzywe wzorcowe, w zdkrestzen cefepimu od okoto

12,60 pg/ml do okoto 125,20 pg/ml, czyli w zakeesid 12,6% do 125% oczekiwanych

wynikow analizy kropli i roztworéw wodnych w dniuch sporzdzenia (pkt. 8.4).

Przeprowadzona analiza regresji potwierdzita ist@trkorelacji mgdzy oznaczonym polem

powierzchni, a steniem wzorca cefepimu w analizowanych probach @it4.).
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Omowienie wynikow

* Granica wykrywalnosci (DL) i granica oznaczalndci (QL)
Zarbwno grani¢ wykrywalngci i oznaczalnéci okreslono na podstawie waroi
wspotczynnika kierunkowego krzywej kalibracyjne) @az odchylenia standardowego (Sy)
(pkt. 8.7.5.).

Granie wykrywalnasci wyznaczono ze wzoru:

Sy
DL=33 - —
a

natomiast granicoznaczalnéci obliczono ze wzoru:

Sy
QL=10- —
a

Wyniki oznaczé wykrywalnasci i oznaczalnéci przedstawiono w pkt. 8.7.5. 1 8.7.6.

* Robustness (elastyczrié metody HPLC)
Wptyw niewielkich zaplanowanych zmian w opracowanggtodzie HPLC na doktadfd
i precyzg oznaczania zawado cefepimu w analizowanej prébie zbadano poprzez
modyfikacg temperatury kolumny chromatograficznej oraz zmiatzenia acetonitrylu
w fazie ruchomej. Zbadano zawast@antybiotyku w prébie w trzech kaych temperaturach
kolumny oraz w trzech #hych wariantach zawado acetonitrylu w fazie ruchome;.
Wydtuzenie czasu retencji dla piku cefepimu wypstwato w przypadku nszej zawartéci
acetonitrylu.Zadna z zastosowanych modyfikacji temperaturowysitdadu eluenta nie miata
wplywu na oznaczanie zawastd cefepimu w badanej probie. Ponadto zmiany panaiwe
analizy nie wptyely negatywnie na parametry procesu chromatograéigan wymagane
przez USP 32 w monografiad@efepime hydrochlorideCefepime for Injection.
Wspéitczynnik ogonowania dla cefepimu w badaniadstgtznéci zawarty byt w granicach
od 1,08 do 1,17 (Hdla cefepimu nie mie przekraczal,7), natomiast uzyskana w badaniach
elastycznéci liczba potek teoretycznych na metr wynosita od0BL,2 do 56117,7
(wartas¢ N powinna by nie mniejsza od 1500) (pkt. 8.7.7, Tabela 36).
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Parametry rozdzialu chromatograficznego w analiziestezenia cefepimu w roztworach
wodnych i kroplach do oczu.

W trakcie oznaczezawartdci cefepimu w badanym materiale, oprécz pol povdenz cefepimu
wyznaczono szereg parametréw chromatograficznytdny¢h wartdci swiadczyty o sprawnsei
kolumny oraz statych warunkach rozdziatéw. W czasiego cyklu badawspétczynnik retencji
dla cefepimu wyniéskrednio k=3,45, natomiast rozdzielézoRs piku cefepimu w stosunku
do innych pikéw wyniosta powj 1,5. Uzyskano liczbpodtek teoretycznych N povgj 1500,
czyli nie mniej nk 6000 potek na metr w przypadku kolumny Gemini @assivanej w badaniach
(pkt 8.8.2). Wspotczynnik ogonowaniar Hla piku cefepimu wynosit nie wtej niz 1,7
(Tabela 37). Chromatogramy oraz parametry rozdzighromatograficznego cefepimu
w 1% i 5% kroplach w wersjach recepturowych izgmystowych”, w dniu spoeglzania

i w 30 dniu przechowywania przedstawiono na rycmna6-70 i 81-108 oraz w tabelach 38-52
i 64-77.

1% i 5% krople recepturowe z cefepimem

1% krople z cefepimem w wersjach recepturowych @egtowano w szgiu wariantach,
natomiast 5% krople badano w 7 wersjach receptwbwyabela 13). W celach poréwnawczych
sporadzono 1% i 5% roztwory wodne cefepimu, ktore stahopunkty odniesienia w badaniach
wptywu substancji pomocniczych, agzonych do skiadu kropli, na trwato antybiotyku

w kroplach oraz na ich wdaiowsci fizyczne. Kada zaproponowana wersja recepturowa kropli
1% i 5% mogtaby by zastosowana (z wgtkiem kropli 5% z 12 - dniow trwatcicia)

w okreslonych przypadkach okulistycznych infekcji bakteyg¢h, w ktorych powinny bybrane
pod uwag takie czynniki jak: stan zakania, jego intensywr3o, obszar oka objy zakaeniem
oraz etap zakenia.

Krople 1% i 5% sporgizone wedtug sktadu recepturowego formulacji nriXR IR mog by¢
przeznaczone do stosowania szczegolnie wapkoaym, ostrym etapie zakania, w ktorym jest
wskazane stosowanie kropli zawiejch srodki konserwujce i zwkkszajce lepkdé. Krople
1% i 5% formulacji nr 1R i nr IR wskazanea srowniez w leczeniu pacjentow
z uszkodzonym nabtonkiem rogowki lub brakiem tafesji oka nasrodki konserwujce. Krople
1% zawierajce srodki konserwujce (formulacja nr 2R)aszalecane po opanowaniu ostrej fazy
zakaenia, przy braku objawéw uszkodzenia nabtonka rdgowraz w przypadku dobrej

tolerancji oka pacjenta rfaodki konserwujce. Zastosowanie kropli 1% i 5% z cefepimem
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zawierajcych poliwinyloalkohol zwikszapcy lepka¢ kropli oraz wydhzajacy czas kontaktu
kropli z okiem (formulacja 3R)dulzie korzystne w przypadku koniecZobpenetracji cefepimu
przez rogowk do przedniej komory oka. Krople 1% formulacji 4Rwierapce srodki
konserwujce i poliwinyloalkohol mog by¢ zastosowane po opanowaniu ostrej fazy zakia
przy braku objawow uszkodzenia rogéwki oraz w pediu dobrej tolerancji oka naodki
konserwugce.

Zaproponowane formulacje spadzono w warunkach aseptycznych, zgodnie z metpdyk
przytoczom w pkt. 6.3 - 6.7. Kada z wersji kropli zastata wykonana w dwéch przegheanych

I analizowanych niezalaie seriach (seria 1 i seria 2). Krople przechowysvabyly

w chiodziarkach farmaceutycznych w temperaturz€ 4°20°C przez 30 dni. Podczas
przechowywania w oké&onych odstpach czasu dokonywano oceny fizykochemicznej kropli
ktora obejmowata badania: pH, smienia osmotycznego, zabarwienia, przezrocgsto
oraz analiz zawartdci cefepimu w kroplach metadHPLC. W wersjach kropli zawiergjych

alkohol poliwinylowy zbadano rownidepkasc.

pH 1% i 5% kropli recepturowych

pH s$wiezo sporadzonych buforowanych 1% kropli wyniosto 5,92-6,2pH 1%
niebuforowanych roztworow wodnych:& wyniosto 4,78. Po 30 dniach przechowywania
w temperaturze 4°C i 20°C pH 1% kropli nie ulegibotnym zmianom i zawarte byto
w granicach pH = 6,14-6,33.

pH 1% niebuforowanych roztworéw wodnych) po 30 dniach przechowywania
w obu temperaturach wynaie wzrosto z pH 4,78 do pH 6,37 (temp. 4°C) orgiHz4,78 do pH
7,72 (temp. 20°C) (Tabela 16, Ryciny 8-9.).

pH swiezo sporadzonych buforowanych 5% kropli zawarte byto w geaich 5,69-6,02, pH 5%
niebuforowanych roztworéow wodnych @ wykazywato warté¢ 4,83. Po 30 dniach
przechowywania w temp. 4°C pH kropli nie ulegt@iaym zmianom i zawarte byto w granicach
5,81-6,25. pH 5% kropli po 30 dniach przechowywamitemp. 20°C wzrosto z pH 5,69-6,02 do
pH 6,79-7,16.

Wzrost pH niebuforowanych 5% roztworéw wodnych.Qpo 30 dniach przechowywania
w temp. 4°C i 20°C byt istotny: z pH 4,83 do pH&(femp. 4 °C) oraz z pH 4,83 do pH 8,21
(temp. 20°C) (Tabela 16, Ryciny 10-11.).
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Cisnienie osmotyczne 1% i 5% kropli recepturowych

Cisnienie osmotycznéwiezo sporadzonych buforowanych 1% kropli zawarte byto w gcach:
374-467 mOsm/I. Po 30 dniach przechowywania w @noperaturach g&nienie osmotyczne 1%
kropli nie ulegto istotnym zmianom i wyniosto od BmOsm/I do 480 mOsm/l (temp. 4 °C)
i od 391 do 489 mOsm/l (temp. 20°C).si@enie osmotyczne 1% niebuforowanych wodnych
roztworow Qo) wyniosto 93 mOsm/l, po 30 dniach przechowywanieemperaturze 4°C i 20°C
cisnienie osmotyczne wzrosto: do 97 mOsm/| (temp. ¥ 8@z do 108 mOsm/l (temp. 20°C)
(Tabela 17, 83, Ryciny 12-13).

Cisnienie osmotycznéwiezo sporadzonych buforowanych 5% kropli zawarte byto w gcaich:
553-728 mOsm/l. Po 30 dniach przechowywania w teatpeze 4°C i 20°C warfoi cisnienia
osmotycznego kropli nie #aéity sic w sposéb istotny od walda cisnienia osmotycznego
w kroplachs$wiezo sporadzonych i wyniosty: od 525-724 mOsm/| (temp. 4°Cazmod 563
do 747 mOsm/l (temp. 20°C). &Bienie osmotyczne w 5% wodnych niebuforowanych
roztworach o, wyniosto 391 mOsm/l, po 30 dniach przechowywanig3€ nieznacznie i
obnizyto do wartdci 385 mOsm/l, natomiast po 30 dniach przechowywani temp. 20°C
wzrosto do 428 mOsm/l. (Tabela 17, 83, Ryciny 14-15

Lepkosé 1% i 5% kropli recepturowych

Do zwickszenia lepkéci kropli recepturowych zastosowano roztwory pomco: alkoholu
poliwinylowego o lepkéci 17,21 mPa-s oraz o lepko 43,21 mPa-s. &tenie alkoholu
poliwinylowego w kroplach wynosito: od 1,77% w ktaph IVR do 2,95% w kroplach 3aR
(Tabela 13.). Lepkd 1% kropli swiezo sporadzonych zawarta byta w granicach od 4,93
do 9,16 mPa:-s, lepk®d 5% kropli swiezo sporadzonych byta zbliona do lepkéci kropli 1%

i wyniosta: od 4,95 do 9,13 mPa-s. Po 30 dniagkgirowywania w obu temperaturach lefgko
kropli 1% i 5% nie ulegta istotnym zmianom i byldlizona do wartéci pocatkowych
(Tabela 18).

Analiza organoleptyczna 1% i 5% kropli recepturowydc

Swiezo sporadzone 1% i 5% wodne roztwory cefepimu oraz 1% ilG&ple byty bezbarwne
(1%) lub lekko zotte (5%). W dniu utraty trwaksi 1% buforowane krople do oczu
przechowywane w temp. 4°C w zateici od wersji z bezbarwnych przybraty kolor
stomkowy albo zOlty, natomiast 5% krople przybraty baywcytrynowa do zoltej.
We wszystkich wersjach 1% i 5% kropli buforowanyelniu utraty trwatéci wyczuwalny

byt zapach produktow rozkiadu.
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Niebuforowane 1% i 5% roztwory wodne cefepin@di, i O W Czasie przechowywania
w temp.4°C w dniu utraty trwakxi przybraly barw zoita (1%) lub ciemnadita (5%),
czemu rownie towarzyszyt nieprzyjemny zapach produktéw rozpadu.

Niebuforowane roztwory wodne cefepimu wezaniu 1% i 5% przechowywane
w temperaturze 20°C wraz z utrdrwatosci w trzecim dniu przechowywania przybraty
kolor bursztynowy (1%) lub pomarezowy (5%). Zmianom zabarwienia towarzyszyt
nieprzyjemny zapach produktow rozkiadu. W stosuku kropli buforowanych zmiany
dotyczce barwy i zapachu zawsze szybciej pojawity @i roztworach wodnych i
w kroplach buforowanych, a intensywsdaych zmian zalena byta od sizenia roztworow

i temperatury przechowywania (napksze zmiany dotyczyly 5% roztworéw wodnych
przechowywanych w temperaturze 20°C). Buforowan® 1L 5% kropli poskutkowato
op&nieniem pojawienia giniekorzystnych zmian organoleptycznych (zabarveiemapach)

w kroplach przechowywanych w obu warunkach tempeoatych.

Trwato§¢ cefepimu w 1% i 5% recepturowych kroplach do oczu

« Woplyw temperatury przechowywania na trwgtacefepimu w 1% i 5% roztworach

wodnych oraz 1% i 5% kroplach wersjach recepturdwyc

Gtéwnym czynnikiem decydagym o trwatdci 1% i 5% cefepimu w kroplach okazat& si
temperatura przechowywania kropli, co zaobserwowsam@odstawie poréwnania trwébd
cefepimu w 1% i 5% kroplach przechowywanych w terapeze 4C z trwatdcia cefepimu
w 1% i 5% kroplach przechowywanych w temperat@@¥C. Trwaté¢ cefepimu w 1% kroplach
przechowywanych w temperaturze 4°C w zadéci od skladu wersji recepturowej wyniosta
od 21 dni (wersja nr 3aR i 4aR) i 24 dni (wersja) 3B 27 dni (wersje 1R, 2R, 4R)
(Tabele 39-44).

Trwatos¢ 5% kropli przechowywanych w temperaturze 4°C wezakci od sktadu wersji
recepturowej wynosita 12 dni (wersje recepturowe IR, IVR, IVbR) i 18 dni
(wersje nr 1R, IaR) do 21 dni (wersje nr lllaRaR) (Tabele 39, 47, 49, 51).

1% i 5% krople przechowywane w temperaturze 20%Caitieryzowaty si trwatoicia wynoszaca
zaledwie 3 dni (wersje recepturowe nr 1R, 2R, 3#R, laR, IR, IVR, IVaR, IVbR)
do najwyej 6 dni (wersje nr 3R, 4R, 4aR, lllaR) (Tabele429-46-52, 79, 84).
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Trwalo$¢ roztworéw wodnych przechowywanych w temperatur?@ wyniosta 24 dni dla
roztworéw 1% Qo) oraz 18 dni dla roztworéw 5%0§,) W temperaturze 2C w obu
stezeniach trwaté¢ cefepimu wyniosta 3 dni (Tabele 38, 45, 79).

1% i 5% krople do oczu z cefepimem powinny¢bghronione przedswiattem,
przechowywane w temperaturz&4

Tabela 79. Poréwnanie trwaldci 1% i 5%roztworéw wodnych oraz 1% i 5% recepturowych
kropli do oczu z cefepimem przechowywanych w tempaturze 4°C i 20°C przez 30 dni.

Wersje recepturowe 1%

Temperatura
przechowywania | o | 1 | 2R 3R 3aR 4R 4aR
40C 24.dni| 27 dni| 27 dni| 24dni | 21dni | 27dni 21 dni
20°C 3dni | 3dni | 3dni | 6dni 3 dni 6 dni 6 dni

Wersje recepturowe 5%

Temperatura
przechowywania
Os%) IR laR IR lllaR IVR IVaR | IVbR
40C 18 dni| 18 dni| 18 dni| 12dni | 21dni | 12dni | 21 dni| 12 dni
20°C 3dni | 3dni | 3dni [ 3dni 6 dni 3dni | 3dni | 3dni

«  Wplyw stezenia na trwaté cefepimu

Trwalos¢ cefepimu w 1% i 5% kroplach oraz w 1% i 5% wodnyolztworach cefepimu
przechowywanych w temperaturzeC4uzaleniona byta od jego atenia. Trwaté¢ cefepimu
w 1% kroplach i 1% wodnych roztworach cefepimu byl@acznie wysza w poréwnaniu
z trwatccia analogicznych wersji roztworéw i kropli oggeniu 5%. W 1% kroplach trwaié
cefepimu wyniosta od 21 dni (wersja recepturowaBaR i 4aR) i 24 dni (wersja recepturowa
nr 3R do 27 dni (wersje nr 1R, 2R, 4R) (tabele 39-44,84).

W 5% kroplach trwaté&t cefepimu wyniosta od 12 dni (wersje recepturowdllR, IVR,
IVbR) i 18 dni (wersje nr IR, 1aR) do 21 dni (wexgpr lllaR, IVaR) (Tabele 46-52, 79, 84).
Roztwory wodne cefepimu wegeniu 1%(0q0) przechowywane w temp.@ byly trwate
przez 24 dni, dla poréwnania roztwory wodne cefepinstzeniu 5% Qo)) byty trwate 18 dni
(Tabela 38, 45, 79).
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W przypadku przechowywania roztworow i kropli w feenaturze 28C, bez wzgtdu
na stzenie trwatas¢ cefepimu byta bardzo niska: w 1% kroplach i w 1%dwych roztworach
cefepimu oraz w 5% kroplach i w 5% wodnych roztvebraefepimu trwal antybiotyku byta
zblizona i wynosita od 3 do 6 dni (Tabela 38, 45, 79).

«  Woplyw substancji pomochniczych na trwédacefepimu

Bufory cytrynianowe

Do buforowania 1% i 5% kropli z cefepimem w wersjaecepturowych zastosowano trzy
uktady buforowe ( Tabela 9):

bufor I : pH 6,20; dinienie osmotyczne 298 mOsm/I

bufor II: pH 6,05; cdnienie osmotyczne 586 mOsm/I

bufor Ill: pH 6,20; cénienie osmotyczne 167 mOsm/I (Tabela 9).

Bufor cytrynianowy | (298 mOsm/l) zwikszat trwatd¢ cefepimu w 1% kroplach

recepturowych.  Zaobserwowano to  poroweuj wyniki  trwatasci  cefepimu
w 1% niebuforowanych roztworach wodnyd@u.) wynoszcej 24 dni z trwatécia
1% buforowanych kropli wersji 1R, w ktorej trwébo cefepimu wyniosta 27 dni
(Tabele 38-39, 79, 84).

Bufor cytrynianowy I (586 mOsm/l) obmat trwatgs¢ cefepimu w 1% kroplach

recepturowych, w poréwnaniu z jego trwadia w kroplach, w ktérych zostat zastosowany
bufor cytrynianowy nr | (wersja nr 1R - trwdto 27 dni). Zaobserwowano to réwnie
porownupc trwalas¢ cefepimu w 1% kroplach recepturowych zawigeggh bufor |
(wersja kropli 3R trwat&t : 24 dni oraz wersja 3aR trwaéo 21 dni). Poniewaw skitad
kropli 3R i 3aR oprocz buforu cytrynianowego Il vedizit alkohol poliwinylowy (PVA)
w skzeniu 1,98% w wersji 3R oraz wegeniu 2,95% w wersji 3aR, nie mua byto
jednoznacznie stwierdziv jakim stopniu obriat trwatas¢ sam bufor 1.

W tym przypadku mogt naky¢ sie negatywny wptyw obu sktadnikow, tj. buforu
cytrynianowego Il i PVA na trwakg cefepimu w kroplach nr 3R i 3aR ( Tabele 39, 4).-42
Negatywny wptyw buforu cytrynianowego Il na trw&docefepimu zaznaczyt giréwniez

w 5% kroplach recepturowych. Zaobserwowano to washujc trwatas¢ cefepimu w 5%
niebuforowanych roztworach wodny¢so), ktéra wyniosta 18 dni z kroplami wers;ji IlIR,

zbuforowanymi buforem Il (én.osmot. 586 mOsm/l), gdzie trwatocefepimu obriyta sk
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do 12 dni. Ponadto 5% krople buforowane buforemvykazywaty cénienie osmotyczne
mniej korzystne dla oka, z powoduwznicy miedzy cénieniem osmotycznym ptynu tzowego
(280-300mOsm/l), a énieniem osmotycznym 5% kropli wynegxm od 636 mOsm/i
(wersja kropli nr IVbR) do 728 mOsm/| (wersja kropt IVR) (Tabela 17).

Z przeprowadzonych baflavynika,ze 5% krople z cefepimem nie powinnycdyuforowane
buforem I, lecz buforem | lub lll. Krople 1% zbufiwane buforem | charakteryzowahg si
cisnieniem osmotycznym optymalnym dla oka, wyrngym: 374 mOsm/I (wersja nr 1R)
i 398 mOsm/l (wersja nr 2R) oraz trwébm cefepimu didsz niz w przypadku kropli
buforowanych buforem Il (Tabela 17, 79, 84).

«  Wplyw PVA na trwald¢é cefepimu w kroplach

Alkohol poliwinylowy zostat zastosowany w 1% kropha o zwgkszonej lepkéci
w stkzeniach 1,91% (wersja recepturowa nr 4R), 1,98% gjaenr 3R), 2,86% (wersja 4aR)
I 2,95% (wersja nr 3aR). Do kropli z 5% zawacia cefepimu PVA zastosowano
w skzeniach: 1,77% (wersja nr IVR i IVaR), 1,83% (wersjiR i lllaR) oraz 2,65%
(wersja IVbR) (Tabelal3).

Zaobserwowanoze PVA obnkat trwatc¢ cefepimu w kroplach 1% §& jego stzenie
byto wyzsze jak 2%. Obrazaijto wyniki trwatasci kropli wersji 3R 1 4R z zawartoia PVA
wynoszca odpowiednio 1,98 % i 1,91% i z trwdtoa antybiotyku wynoszca 24 dni dla
wersji 3R i 27 dni dla wersji 4R.

Trwatos¢ kropli wersji: 3aR i kropli wersji 4aR z zawastta PVA wynoszaca odpowiednio
2,86% i 2,95% ulegta obiniu do 21 dni (Tabela 42, 44,79).

Jeszcze wyriej negatywny wptyw PVA na trwadd cefepimu zaznaczyt siw kroplach
5%. Trwatag¢ wersji nr IVaR i nr lllaR, w ktorych stenie PVA posiadato odpowiednio
wartasci 1,77% 1 1,83%, wyniosta 21 dni. Zastosowanie PWA stzeniu 2,65%
(wersja IVbR) spowodowato obi@nie trwatdci kropli do 12 dni (Tabela 49, 51, 52, 79).

«  Wplyw $rodkédw konserwuijcych na trwaléé cefepimu

Jedynym sérodkiem konserwuacym, ktéry mogitby by zastosowany w 1% kroplach
z cefepimem jest boran fenylectowy. W te&cie zgodnéci farmaceutycznej
(Tabela 12), w odihieniu od innych przebadanycérodkéw konserwujcych, boran

fenylorteciowy byt zgodny w 1% kroplach w gteniu zwykle w tym celu stosowanym
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tj. stezeniu 0,001%. Boran fenylatiowy w kroplach zastosowany w skojarzeniu
z alkoholem B-fenyloetylowym w stzeniu 0,4%, nie obnat trwaldci cefepimu.
Zaobserwowano to na podstawie porownania wynik@mtxci cefepimu w kroplach wersji
2R, w ktorych trwaté¢ antybiotyku wynosita 27 dni, czyli tyle samo ileymosita trwatdé
cefepimu bez konserwantéw (wersja 1R) (Tabela 3978084).

Boran fenylorg¢ciowy w stzeniu 0,001% w kroplach byt niezgodny z cefepimerkraplach
5%. Cefepim w kroplach 5% wchodzit w interakcjfarmaceutyczpn z boranem
fenyloreciowym, co powodowato utraprzezroczystei i pojawienie s osadu.

Interakcji boranu fenylogtiowego w 5% kroplach z cefepimem udalce siapobiec
wprowadzajc do skiadu kropli PVA w gkeniu okoto 2% (wersje recepturowe IR, lllaR,
IVR, IVaR) — Tabela 13. Boran fenylediowy zastosowany z alkoholefafenyloetylowym
w 5% kroplach oraz z PVA nie olnat trwatcici cefepimu, obrazgjto wyniki trwatasci
wersji IVaR (21 dni) (Tabela 51, 79).

1% i 5% krople ,,przemystowe” z cefepimem

Rozpuszczalniki do 1% i 5% ,,przemystowych” kroplcefepimem

Na podstawie wynikow badatrwatosci cefepimu w 1% i 5% kroplach recepturowych
oraz w oparciu o wyniki analiz fizycznych (pH, smienie osmotyczne, lepké®)
zaprojektowano skfad rozpuszczalnikéw do kroplizgmystowych” (Tabela 53).

Z uwagi na ograniczantrwatos¢ cefepimu w roztworach wodnych koncepcja technologi
kropli ,,przemystowych” uwzgldnia konieczn& zastosowania opakowania o konstrukcji
dwuzbiornikowej (dwukomorowej), w ktérej sucha, gala posta cefepimu bytaby
oddzielona od rozpuszczalnika. Ra#enie cefepimu z rozpuszczalnikiem dokonywane
bytloby w aptece w warunkach aseptycznych b&zagmio przed wydaniem leku pacjentowi.

Sktad i sposob spagdzania rozpuszczalnikbdw przytoczono w pkt. 9.12i 9.

Ocena fizykochemiczna rozpuszczalnikbw przeznaacdonydo 1% i 5% kropli

..przemystowych”

Ocena fizykochemiczna rozpuszczalnik@wiezo sporadzonych oraz poddanych testowi
przyspieszonego starzenia i testowi dtugoterminoweznstata przeprowadzona zgodnie

z wymaganiami ICH Q1A (R2) [133]. Test przyspieszgn starzenia prowadzony byt przez
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okres 6 miesicy w temp. 40°C+2°C i RH 75%+5%RH. Test diugotermmag obejmowat
badania w okresie 12 miesy, zgodnie z nagpujacymi warunkami przechowywania:
temp. 25°C+2°C, RH 60%+5% RH. Test przyspieszorsgenia umadiwit przewidzenie
zmian fizycznych, ktére mogtyby zachoélziv rozpuszczalnikach podczas ich transportu
w temperaturze 40°C. Badania trwalo rozpuszczalnikbw testem diugoterminowym

prowadzone byly w celu zdefiniowania warunkéw prEagywania rozpuszczalnika.

« Analiza organoleptyczna rozpuszczalnikdw

Rozpuszczalniki ,,przemystowediviezo sporadzone oraz poddane testowi przyspieszonego
i dlugoterminowego starzenia pozostaly bezbarwnegriezroczyste. Rozpuszczalniki
z zawart@cia alkoholu B-fenyloetylowego wykazywaty charakterystyczny zdpatego
skiadnika (pkt. 9.3., Tabele 54-56).

* pH rozpuszczalnikdw ,,przemystowych”

pH rozpuszczalnikbwwiezo sporadzonych oraz poddanych obu testom ulegto nieznawzny
zmianom, polegapym gtéwnie na obaeniu wartdci pH. Wyniki bada pH dotycace
poszczegolnych rozpuszczalnikbéw przedstawiono wlgadh 54-56 oraz na rycinach 71 i 74.
Wyniki badan pH rozpuszczalnikdw ,,przemystowych”po 6 migsich przechowywania
w warunkach testu przyspieszonego starzenia ocaiZpmiesicach w warunkach testu

diugoterminowego zostaty zestawione w tabeli 80.

Tabela 80. Zmiany pH rozpuszczalnikdw ,,przemystowgh” w czasie bada stabilnosci.

Numer pH rozpuszczalnikéw
rozpuszczalnika Rozpuszczalnik swiezo Po 6 m-cach, w temp. Po 12 m-cach, w temp.
»przemystowego” sporzadzony 40°C £ 2°C 25°C +2°C
(dzien 0) i RH 75% * 5% RH i RH 60% * 5% RH

1 6,21+0,01 6,09+0,00 6,14+0,02

2 6,26+0,02 6,12+0,00 6,21+0,01

3 6,13+0,01 5,87 +0,02 5,95+0,01

4 6,17+0,00 5,88+0,02 5,99+0,01

| 6,38+0,00 6,28+0,00 6,27+0,01

1} 6,10+0,00 6,05+0,01 5,99+0,01

v 6,20£0,01 6,01+0,00 6,01+0,01
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* Cisnienie osmotyczne rozpuszczalnikdw ,.przemystowych’

W czasie badastabilngci rozpuszczalnikbéw przemystowych zaobserwowanwigkkie zmiany
cisnienia osmotycznego. Zaréwno podczas testu przyapieego starzenia jak i podczas Wada
diugoterminowych zaobserwowano tendendp nieznacznego wzrostusgienia osmotycznego
badanych rozpuszczalnikow, z wifiem wersji IV przeznaczonej do 5% kropli przenoysych,
gdzie odnotowano niewielkie olxanie cénienia osmotycznego. \@ksze zmiany warkei
cisnienia osmotycznego zaobserwowano w czasie tegisgeszonego starzenia. Zakres tych
zmian przedstawiono w tabeli 81. Zestawienie warto cisnienia osmotycznego

rozpuszczalnikbéw spogdzono na podstawie tabeli 54-56 oraz ryciny 72.i 75

Tabela 81. Zmiany cénienia osmotycznego rozpuszczalnikébw ,,przemystowly¢ w czasie badai

stabilnosci.
Numer Cisnienie osmotyczne [mOsm/I]
rozpuszczalnika Rozpuszczalnik swiezo Po 6 m-cach, w temp. Po 12 m-cach, w temp.
»przemystowego” sporzadzony 40°Ct 2°C 25°C+ 2°C
(dzien 0) i RH 75% + 5% RH i RH 60% * 5% RH
1 3004 306+2 311+2
2 3374 337+2 339+1
3 3434 363+2 353+1
4 367+2 419+1 380+1
| 159+1 16210 161+2
1 181+0 199+1 184+3
v 24043 23412 230+1

o Lepkai¢ rozpuszczalnikéw ,,przemystowych”

W przypadku rozpuszczalnikbw ,,przemystowych” zexapcych alkohol poliwinylowy
dodatkowo oznaczono lepéd Lepka¢ rozpuszczalnikbw podczas badastabilngci
wykazywata nieznacazntendencj do wzrostu, zwlaszcza dla rozpuszczalnikow do I#plk
W rozpuszczalnikach do 1% kropli stwierdzono mragjstabilnégé wartdsci lepkasci, czego
przyczyry maoze by oddziatywanie buforu cytrynianowego z alkoholemliyeimylowym.
W wersjach rozpuszczalnikow nr 111'i IV dla 5% kio,, przemystowych” zmiany lepkai byty
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mniejsze, poniewa zastosowano w nich bufor cytrynianowy axsaym sgzeniu sktadnikow,
a takke mniej stzony roztwor alkoholu poliwinylowego. Szczegoétowykees tych zmian
przedstawiono w tabelach 54-56 oraz na rycinachi 776. Zestawienie wartgi lepkaci

rozpuszczalnikow w badaniach stab#oicsporadzono w tabeli 82.

Tabela 82. Zmiany lepkdci rozpuszczalnikow ,,przemystowych” w czasie badastabilnosci

Numer Lepkos¢ [mPa-s]
rozpuszczalnika Rozpuszczalnik $wiezo Po 6 m-cach, w temp. | Po 12 m-cach, w temp. 25°C = 2°C
»przemystowego” sporzadzony 40°C + 2°C i RH 60% * 5% RH
(dzien 0) i RH 75% + 5% RH
3 7,88+0,00 8,68+0,00 8,79+0,02
4 7,47+0,00 8,46+0,01 8,53+0,01
11 4,70+0,00 4,97+0,00 4,91+0,02
vV 4,55+0,00 4,96%2,00 4,91+2 00
* Badanie skuteczioi przeciwdrobnoustrojowej  srodkéw konserwuijcych

W rozpuszczalnikach ,,przemystowych”

Przeprowadzono test skutecgcio przeciwdrobnoustrojowejsrodkow konserwujcych

w rozpuszczalnikach: nr 2 oraz nr 4 i nr IV po frilesacach ich przechowywania
w temperaturze 2& £ 2° C/ 60 % RH £ 5% RH. Wyniki testu konserwamgzedstawiono
w tabeli 58.

Przeprowadzono dodatkowe badania skute@inaastosowanychsrodkow konserwujcych
wobec szczeplisteria monocytogenesieugtego w monografii testu konserwacji Farmakopei
Polskiej VII. Badania wykazaly znacgn skuteczn& przeciwdrobnoustrojoyv boranu
fenylorteciowego i alkohol — fenyloetylowego wobec tego szczepu (Tabela 58).

W przypadku szczepwBacillus cereus,nie obgtego farmakopealnym testem konserwaciji,
redukcja komorek w 28 dniu batdavyniosta 99,99%, czyli nie udatogsbsagnaé¢ 100% redukcji
tego drobnoustroju w badanych rozpuszczalnikach.

Z uzyskanych badafizykochemicznych rozpuszczalnikow ,,przemystowyalr 1, 2, 3, 4
oraz nr I, Ill, IV wynika,ze wszystkie rozpuszczalniki pod wezdém fizykochemicznym byty
trwate (pkt. 9.3., Tabele 54-56) i mpdpy¢ przydatne w technologii ,,przemystowych” kropli
do oczu z cefepimem.
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Ocena fizykochemiczna 1% i 5% kropli do oczu z cefgmem w wersjach ,,przemystowych”

sporzadzonych przy wyciu rozpuszczalnikow $wiezo sporzdzonych oraz poddanych

testowi przyspieszonego starzenia.

* Ocena organoleptyczna kropli ,,przemystowych”
Swiezo sporadzone 1% krople z cefepimem (wersje: 1P0, 2P0, 3P0) oraz 1% krople,
w ktorych zostat zastosowany rozpuszczalnik pogdanzeniej testowi przyspieszonego
starzenia (wersje kropli: 1P6, 2P6, 3P6, 4P6) lbngdybarwne i przezroczyste. Po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 4°C krople przybrbrwe jasnaoita i posiadaty
intensywniejszy zapach. W wersjach kropli konseranych dominowat zapach alkoholu
B-fenyloetylowego (Tabela 60).
Swiezo sporadzone 5% krople z cefepimem (wersje kropli nr: IPOPO, IVPO)
oraz 5% krople spo#dzone na rozpuszczalniku poddanym testowi przyzprego
starzenia (wersje kropli nr: IP6, 11IP6, IVP6) bybyzezroczyste i miatyotte zabarwienie. Po
30 dniach przechowywania w temperaturze 48@e zabarwienie ulegto pagiieniu oraz
wyczuwalny byt intensywniejszy zapach produktéwktadu. W kroplach konserwowanych
dominowat, tak jak w kroplach 1%, zapach alkohplienyloetylowego (Tabela 60).

*  pH kropli ,,przemystowych”
1% krople ,,przemystowe” w wersjach nr: 1P0, 2F8R0, 4P0, 1P6, 2P6, 3P6, 4P6
oraz 5% krople ,,przemystowe” w wersjach nr: IROPO, IVPO i IP6, IlIP6, IVP6
wykazywaly pH 5,59-6,24. Po 30 dniach przechowyaani temperaturze 4°C pH kropli
nie ulegto istotnym zmianom i wynosito 5,85-6,3hela 61, Rycina 77-78).

» Cisnienie osmotyczne kropli ,,przemystowych”
Cisnienie osmotyczne kropli ,,przemystowych” przygotmwch na bazie rozpuszczalnikow
swiezo sporadzonych i poddanych wczesniej testowi przyspiesgonestarzenia
dla poszczegélnych eten byto zblizone. Po 30 dniach przechowywaniasngénie
osmotyczne w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych” nigegto istotnym zmianom

(Tabela 62, 83 oraz Rycina 79-80).
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Tabela 83. Zestawienie wynikow énienia osmotycznego (mOsm/l) w 1% i w 5% kroplach d oczu z cefepimem wersji recepturowych (R), ,,proeystowych”(P)
- przygotowanych naswiezo sporzdzonych rozpuszczalnikach (P0O) oraz sposglzonych na rozpuszczalnikach poddanych testowi prapieszonego starzenia (P6)

Numer wers;ji kropli 1R | 1PO | 1P6 | 2R | 2P0 | 2P6 | 3R | 3P0 | 3P6 | 4R | 4P0 | 4P6
Ci$nienie Krople swiezo sporadzone 374 | 391 | 399 | 398 421 | 425 | 404 | 439 | 451 | 411 | 456 | 440
osmotyczne ) ]
1% Po 30 dniach przechowywania
kropli 377 | 398 | 404 | 404 | 424 | 428 | 431 | 443 | 456 | 439 | 460 | 456
w temp.4°C
(mOsm/1)
Numer wers;ji kropli IR | IPO | IP6 | IIR | IPO | IIP6 | IR | NIPO | lIP6 | IVR | IVPO | IVP6
Cisnienie Krople swiezo sporadzone 696 | 549 | 552 | - - - 704 | 571 | 580 | 728 | 620 | 613
osmotyczne
_ 5% Po 30 dniach przechowywania
kropli 698 | 546 | 559 | - - - | 710 | 589 | 595 | 724 | 652 | 645
w temp.4°C
(mOsm/1)

R - wersje recepturowe 1% i 5% kropli
PO - wersje ,,przemystowe” kropli spagdzone nawiezo sporadzonym rozpuszczalniku
P6 - wersje ,,przemystowe” kropli spaadzone na rozpuszczalniku poddanym testowi przyspresgo starzenia.

Dane na podstawie tabeli 17 i 62.
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» Stezenie cefepimu w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych”przechowywanych
w temperaturze 4°C (trwatas¢ cefepimu w kroplach ,,przemystowych’)

Tabela 84. Trwalcg¢ 1% i 5% roztworéw wodnych cefepimu oraz kropli 1% i 5% recepturowych
i ,,przemystowych” wyrazona w dniach, w ktérych utrzymywalto s¢ jeszcze 90% zawart&¢ cefepimu
w odniesieniu do zawartéci pocatkowe]

Dzien, po ktérym nastepowal ponad 10% spadek zawarto$ci cefepimu
w kroplach przechowywanych w temp.4°C
Krople Krople 1% Krople 5%
Nr wersji dzien Nr wersji dzien
Roztwory
wod_ne Ous) 24 Os%) 18
cefepimu
1R 27 IR 18
2R 27 laR 18
Krople 3R 24 R 12
recepturowe 3aR 21 lllaR 21
wersje R
4R 27 IVR 12
IVaR 21
4aR 21
IVbR 12
1PO 27 IPO 18
Krople 2P0 21 -
»przemystowe”
w wersjach PO 3P0 24 PO 15
4P0 21 IVPO 18
1P6 24 IP6 18
Krople 2P6 21 -
»przemystowe”
w wersjach P6 3P6 24 [1P6 15
4P6 21 IVP6 21

Trwatos¢ cefepimu w 1% i 5% kroplach ,,przemystowych dkseo metod HPLC opisan
w pkt. 8. Wyniki trwaldci cefepimu w 1% kroplach ,,przemystowych” byty lzione
do trwalaci cefepimu w 1% kroplach recepturowych. Trwét@efepimu w 1% kroplach,
wersji recepturowych przechowywanych w temperatw2€ wynosita od 21 do 27 dni,
w 1% kroplach ,,przemystowych” przygotowanych n@zpuszczalnikach swiezo
sporadzonych (wersje PO) trwatd wynosita od 21 do 24 dni i prawie takany trwalcsé
cefepimu wyznaczono w 1% kroplach ,,przemystowyctsporadzonych na bazie

rozpuszczalnikbéw poddanych testowi przyspieszorstgaenia (wersje P6).
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W 5% kroplach recepturowych trwatocefepimu byta risza w porownaniu z trwadoia
cefepimu jak odnotowano w 1% kroplach recepturowych i wyniosth 12 do 21 dni.
W zalenosci od wersji krétsza, 12-dniowa trwato cefepimu zwizana byta
z zastosowaniem w kroplach buforu I, ktory nie aadt s¢ do sporzdzenia 5% kropli

z cefepimem z uwagi na zbyt wysokiezgnie sktadnikow buforu i przez to zbyt wysokie
cisnienie osmotyczne samego buforu wyngez568 mOsm/I.

W technologii 1% i 5% kropli ,,przemystowych” zasbwano wyicznie bufory | i Il
(Tabela 9 i 13), ktére weszty w skiad rozpuszcianinr 1, 2, 3, 4 oraz nr I, llli IV.

Sparod zaprojektowanych wersji recepturowych 1% krogi cefepimem mima jako

optymalne pod wzgtem wid&ciwasci fizycznych (pH, ainienie osmotyczne, lepkd)

oraz z uwagi na najdigszg trwatos¢ (27 dni) zarekomendowa wersp 1R

(buforowane, niekonserwowane), 2R (buforowane, kenwowane) oraz 4R
(buforowane, konserwowane, ze 2kgzorny lepkaciq).

Wsrod wersji 5% kropli recepturowych szczeg6lnie navage zastuguje formulacja
z 21-dniow trwatoscig cefepimu: IllaR (krople buforowane, ze zgkszona lepksgciq)

i IVaR (krople buforowane, konserwowane i ze giszomy lepkacig) (Tabela 84).

Wszystkie zaprojektowane wersje 1% i 5% kroplizgmystowych”spetnity zalenia celu
pracy pod wzgidem wi&ciwaosci fizycznych oraz trwakéci cefepimu w kroplach.

Koncepcja rozpuszczalnikow cefepimu zastosowanyeh 1% 1 5% kroplach
»przemystowych” stanowi technolagi ktora mae by wykorzystana w produkcji nowej,
okulistycznej postaci leku z antybiotykiem o szddegch wia&ciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych wobec bakterii wywaltych zakaenia oczu, Wréd ktérych

zak&enie patogenami z rodzaRseudomonastanowi szczegolne zagemnie utraty wzroku.

169



V1. WnioskKi

. Substancje pomocnicze zastosowane w 1% i 5% reweptah i ,,przemystowych”
kroplach z cefepimem: bufory cytrynianowg&odki konserwujce (boran fenylogciowy

i alkohol B-fenyloetylowy) oraz alkohol poliwinylowy (PVA) bytniezlzdne w sktadzie
kropli, w celu doprowadzenia ich do akceptowalnedm tej postaci leku: pH, @iienia
osmotycznego oraz lepkm, ponadto zastosowarigodki pomocnicze zagwarantowaty
trwatos¢ cefepimu w kroplach zgodnz zat@eniami celu pracy, stwarzgp mazliwosé
prowadzenia kuracji przez kilkaf@e dni (krople konserwowane) przyyeiu jednego
opakowania kropli.

. Na trwala¢ cefepimu w 1% i 5% kroplach recepturowych i ,,jpngstowych” wywieraty
wpltyw takie czynniki jak: temperatura przechowywanstzenie cefepimu w kroplach,
rodzaj rozpuszczalnika, substancje konseqoalji substancja zwkszapca lepkd¢ kropli
(PVA).

. Decydupcy wptyw na trwaté¢ cefepimu w 1% i 5% kroplach recepturowych
oraz kroplach ,,przemystowych”, po potaczeniu g&igeu z rozpuszczalnikiem, stanowita
temperatura przechowywania kropli. Krople powinny¢ bchronione przedswiattem,

przechowywane w temperaturze niezazej ni 4°C.

. W Dbuforowaniu 1% i 5% recepturowych i ,,przemysteiwy kropli powinien by
stosowany bufor cytrynianowy o pH 6,05-6,20 §nééniu osmotycznym 298 mOsm/l.
Krople tak zbuforowane wykazyj korzystniejsze dla oka &iienie osmotyczne:
374-398 mOsm/l (krople 1%) i 553-585 mOsm/l (keo@%) oraz wysz trwatoié
cefepimu w porownaniu z kroplami buforowanymi befor o pH 6,05 i énieniu

osmotycznym 586 mOsm/I.
. W zwiekszaniu lepkéci 1% i 5% kropli recepturowych i ,,przemystowyctdlkoholem

poliwinylowym (PVA) wazne jest jego gkenie, ktére w kroplach nie powinno przekracza

2%. Wyzsze stzenie PVA obnia trwatgé cefepimu w kroplach.
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11.

Whioski

Stezenie PVA wynoszce w kroplach 1,91% nie by stosowane w zapobieganiu
interakcji farmaceutycznej poruzy cefepimem, a boranem fenykmibwym w 5%

kroplach recepturowych i ,,przemystowych”.

Substancje pomocnicze: tiomersal, chlorek benzadtknn dioctan chlorheksydyny
nie mog by¢ stosowane w konserwowaniu 1% i 5% kropli do ocetegimem z uwagi
na interakcje farmaceutyczne, ktére zachodzedzy tymi srodkami konserwuacymi

a cefepimem.

1% jatlowe, wodne, niebuforowane roztwory cefepimie mog by¢ stosowane
w miejscowym leczeniu zaken oczu z uwagi na ich sinhipoosmotyczn&@ w stosunku
do ptynu tzowego. 5% niebuforowane jatowe roztweefepimu mog by¢ stosowane
miejscowo jako krople do oczu, poniewah wiaciwosci fizyczne: pH oraz énienie
osmotyczne znajdgjsiec w granicach tolerancji oka, byly zbtine do pH i dnienia

osmotycznego ptynu tzowego.

Wiasciwosci  fizyczne rozpuszczalnikbw przeznaczonych do 1% 5%  kropli
»przemystowych”: pH, dnienie osmotyczne, lepké oraz trwald¢ okreslone testem
przyspieszonym i dtugoterminowym wedtug ICH orazzta skuteczn@ srodkow
konserwugcych w rozpuszczalnikach zawiegeych boran fenyloegciowy i alkohol
B-fenyloetylowy, warunky zgodnd¢ kropli ,,przemystowych” z wymaganiami
farmakopealnymi oraz gwaramuywatoi¢ cefepimu odpowiadaga zatazeniom przygtym

w celu pracy.

Krotkotrwata ekspozycja rozpuszczalnikbw przeznageb do 1% i 5% kropli
»,przemystowych” na temperatumwyzsz niz deklarowana temperatura przechowywania
wynoszca 25°C+2°C nie wptywa w sposob istotny nadetaosci fizyczne oraz trwaks

cefepimu w kroplach.

Zastosowana w badaniach metodasdlowego oznaczania cefepimu w 1% i 5%
recepturowych i ,,przemystowych” kroplach do oczrzytoczona w Farmakopei
Amerykaiskiej (USP 32) jest przydatna w okieniu stzenia antybiotyku w kroplach
swiezo sporadzonych i w czasie ich przechowywania w temperatdfC i 20°C. Metoda
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13.

Whioski

charakteryzuje si wysoka specyficznécia, doktadndcia, precyzp oraz liniowacia
w wymaganym zakresie ¢gen. Badanie elastyczdoi metody potwierdza brak wptywu
niewielkich zmian w sktadzie eluenta oraz tempeagakolumny na wyniki parametrow

analizy chromatograficznej.

Warunkiem realizacji technologicznej koncepcji spdrania 1% 1 5% kropli
.,przemystowych”, oprocz zaprojektowanego w badahisktadu, sposobu spadzania
oraz przestrzegania ustalonych warunkoéw przechowiawvropli, jest zastosowanie
dwukomorowego opakowania, w ktérym jedna komoraz@ddna szczelnie od drugiej
komory zawierataby suah jatowa post& antybiotyku, druga komora wypetniona bytaby

jatowym rozpuszczalnikiem o okilenych parametrach fizycznych.

Opracowana koncepcja technologii 1% i 5% receptyobwi ,,przemystowych” kropli
do oczu z cefepimem me by uznana za nowatorslpropozycg wykorzystania cefepimu
w okulistyce w miejscowym leczeniu zadea oczu, w szczegolsoi w leczeniu zaksen

wyjatkowo graznymi dla oka patogenami z rodzdfseudomonas.
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VIl. Streszczenie

Cel pracy stanowity badania dotyce technologii 1% i 5% (w/w) recepturowych
i ,,przemystowych” kropli do oczu z cefepimem tgfalosporya IV generacji, charakteryzaga
sig szerokim zakresem dziatania bakteriob6jczego wobeabnoustrojow Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych oraz wyfkowa oporngcia na dziatanie B-laktamaz plazmidowych

i chromosomalnych. W uzasadnieniu zastosowaniapoefi w kroplach do oczu wgb pod
uwag: szczegOlne wiziwosci przeciwdrobnoustrojowe cefepimu, zwlaszcza przemsybitnie
niebezpiecznym dla oczu szczepom z rodRgaudomonasraz brak na polskim dwiatowym
rynku farmaceutycznym okulistycznych postaci lekwcefepimem o dziataniu miejscowym.
Ponadto w literaturze naukowej brakuje jakichkokvisformacji dotyczcych technologii
recepturowych oraz handlowych okulistycznych pade@w z zastosowaniem tego antybiotyku.
W skiadzie kropli zastosowano nierlme substancje pomocnicze: bufory cytrynianosvedki
konserwugce (boran fenyloeciowy i alkoholp-fenyloetylowy) oraz poliwinyloalkohol (PVA).

W warunkach aseptycznych spsiizono zbuforowane 1% i 5% recepturowe krople w jaets
niekonserwowanych, konserwowanych, bezekazonej lepkéci, ze zwegkszora lepkascia oraz
krople konserwowane i ze zylszorny lepkascia. Krople przechowywano przez 30 dni
w temperaturze 4°C, chragoi od swiatta. Dla poréwnania intensywfm zmian
fizykochemicznych zachodeych w kroplach w zalaosci od temperatury ich przechowywania,
krople przechowywano rowniew temperaturze 20°C. W odpach trzydniowych krople
poddawano ocenie organoleptycznej (przezrocg§stozabarwienie, zapach), ocenie
fizykochemicznej, w ramach ktérej kontrolowano: fitnienie osmotyczne, lepké (w kroplach

z zawartdcia poliwinyloalkoholu (PVA)) oraz trwaki cefepimu, ktds badano metad
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroaonykiadzie faz (RP-HPLC). Metoda
HPLC zostata zwalidowana poditkm specyficzngi, liniowosci, doktadndci, precyzji oraz
elastycznéci. Wyznaczono rowniegranie wykrywalnasci i oznaczalngci.

Uktad odniesienia przy ocenie zastosowanych w leapsubstancji pomocniczych na trwéto
cefepimu stanowity réwnolegle spadzone 1% i 5% roztwory wodne cefepimu, przechowyavan
I badane w identycznych warunkach. Na trwétoefepimu w 1% i 5% recepturowych kroplach
w réznym stopniu wywierato wpltyw kilka czynnikow takighk: temperatura przechowywania,
stezenie cefepimu, sktad buforéw cytrynianowych, subsj@a konserwujce i stzenie
poliwinyloalkoholu. Dominujcy jednak wplyw na trwakg cefepimu
w kroplach wywierata temperatura ich przechowywarktéra nie powinna przekracz4°C.

Trwatos¢ cefepimu w kroplach recepturowych, przechowywanydemperaturze 4°C oldlena
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czasem, po ktorym nagtowat 10% spadek jegoegenia, w zalenosci od sktadu kropli wynosita:
od 21 do 27 dni (krople1%) oraz od 12 do 21 drogke 5%).

Otrzymane wyniki bada fizykochemicznych kropli recepturowych, w szczegéti wyniki
dotyczce trwatdci cefepimu w kroplach, stanowity punkt wgjowy do opracowania sktadu

i sposobu spogrzania rozpuszczalnikéw do 1% i 5% kropli ,,przeloygch”.

Dokonano oceny jakeoiowej $wiezo sporadzonych rozpuszczalnikbw oraz zgodnie
z wytycznymi ICH Q1A(R2) badano rozpuszczalniki ezasie ich szgiomiesgcznego
przechowywania w komorach klimatycznych w tempewed0°C, przy wilgotnéci wzglednej
75% RH + 5% RH i w czasie dwunastomggginego przechowywania w temperaturze 25°C,
przy wilgotngci wzglkdnej 60% RH = 5% RH. Ponadto po przeprowadzonydcide
diugoterminowym, w przypadku rozpuszczalnikow keongsvanych, wykonano badania
skutecznéci przeciwdrobnoustrojowejsrodkow konserwujcych w rozpuszczalnikach
metody wg FPVII.

1% i1 5% krople ,,przemystowe” wykonano w warunkasieptycznych poprzez bezpednie
pofaczenie cefepimu z odpowiedniwersp rozpuszczalnika, co mialo odwzorowyva
pofaczenie zawartei dwukomorowego opakowania handlowego, gdzie wggkomorze
znajdowataby s sucha, liofilizowana postaantybiotyku, a w drugiej rozpuszczalnik.
Polczenie zawartei obu komér powinno nagtowa bezpdrednio przed rozpogeziem
kuracji przez pacjenta, a krople tak spoizone powinny b§ przechowywane analogicznie
jak krople recepturowe w temperaturze 4°C.

Krople ,,przemystowe” z 1% i 5% zawasty cefepimu przechowywano przez 30 dni bez
dostpu swiatta, wyhkcznie w temperaturze 4°C. Analogicznie jak w przipa kropli
recepturowych, w trzydniowych odgiach czasu dokonywano oceny organoleptycznej
I fizykochemicznej kropli ,,przemystowych”, zgoéniz kryteriami przyjtymi dla kropli
recepturowych.

1% i 5% krople ,,przemystowe” wykonano ®wiezo sporadzonych rozpuszczalnikach
oraz na rozpuszczalnikach poddanych weEg testowi przyspieszonego starzenia.
Z przeprowadzonych baflawynikato, ze krotkotrwata ekspozycja rozpuszczalnikOw
na temperatgr wyzsza niz deklarowana temperatura przechowywania, wysesz
25°C = 2°C nie powinna negatywnie wphdvaa wigciwosci fizyczne oraz trwal@

cefepimu w kroplach przechowywanych w temperatdfge poniewa 10% spadek zawagoi
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antybiotyku nasgpowat podobnie jak w przypadku kropli ,,przemyst@hy; sporadzonych
naswiezo wykonanym rozpuszczalniku dopiero po kilkunastiadh przechowywania kropli.

W przypadku 1% kropli ,,przemystowych”, wykonanycha rozpuszczalnikachswiezo
sporadzonych, 10% spadek zawaito cefepimu w kroplach, w zatecsci od ich skiadu
nastpowat od 21 dnia do 27 dni. W 1% kroplach spdeonych na rozpuszczalnikach
poddanych wczmiej procesowi przyspieszonego starzenia okredyenblizony i wynosit od 21
do 24 dni. Nieco krotsz trwatcs¢ cefepimu w kroplach odnotowano w 5% kroplach
.,przemystowych”: 15-18 dni (5% krople wykonane mpuszczalniku poddanym procesowi
przyspieszonego starzenia). Trw&tdkonserwowanych 1% i 5% kropli recepturowych, z gwa
na obecn& w ich sktadzie konserwantow oraz 1% i 5% kroplprzemystowych”
konserwowanych i niekonserwowanych zabezpieczonyptzed wtdérnym skaeniem
drobnoustrojami przez odpowiednie opakowanie kraggilwarza mgiwos¢ prowadzenia kuraciji
przez kilkanacie dni, pod warunkiemze krople w czasie ich stosowaniedh przechowywane
w temperaturze nie wgzej ni 4°C.

Koncepcja rozpuszczalnikéw zastosowanych w 1% ikséplach ,przemystowych” stanowi
technologg, ktora mogtaby by wykorzystana w produkcji nowej, handlowej, okultstnej
postaci leku z antybiotykiem o szczegollnych setaosciach przeciwdrobnoustrojowych
wobec bakterii wywotujcych zakaenia oczu, drod ktdrych zakaenie patogenami z rodzaju

Pseudomonastanowi bardzo die zagraenie utraty wzroku.
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VII. Summary

,»Stability of cefepime in eye drops”

The dissertation concerns the research on the @@welint of the technology of 1% and 5%
cefepime eyedrops in both a pharmaceutical vemsinoha version for serial production. Cefepime
is a fourth generation cephalosporin, that is ad+spectrum drug characterized by a powerful
germicidal effect on Gram-positive and Gram-negatdacteria as well as a high resistance to
plasmid-encoded and chromosomal-mediated Betanfesas. The use of cefepime in eyedrops is
justified by its exceptional antibacterial propesti especially against highly dangerous
Pseudomonastrains, as well as the lack of an ophthalmolddiman of cefepime on both Polish
and global pharmaceutical market. Moreover, thezens to be no scientific publications
concerning a technology of either a pharmaceutical commercial ophthalmological form of the
aforementioned antibiotic.

The composition of the eyedrops contains the fdalhgwessential additives: citric buffers,
preservatives (phenylmercuric borate and beta-pa#my alcohol) and PVA. A pharmaceutical
version of buffered 1% and 5% eyedrops was preparesterile conditions in the following
variants: with preservatives, without preservatiwvegh enhanced viscosity, without enhanced
viscosity, as well as with both preservatives anlda@ced viscosity. The eyedrops were stored for
30 days at the temperature of 4°C, away from tgat.liFor comparison of the intensity
of physicochemical changes, the eyedrops werestged at the temperature of 20°C.

The organoleptic evaluation (of transparency, agland odour), the physicochemical
evaluation (of pH, osmotic pressure, and visco@ityvariants containing PVA)), and cefepime
stability evaluation (by means of reversed-phasgh hperformance liquid chromatography
RP-HPLC) were conducted every three days.

The HPLC method used to indicate the cefepime obnteas validated in terms
of specificity, accuracy, precision and linearignd elasticity. The limits of detection and
quantitation for cefepime were also established.

The influence of the additives on the stability agffepime in 1% and 5% pharmaceutical
version of the eyedrops was compared against thead805% aqueous solution of cefepime
prepared at the same time as a frame of referemtestared in the exact same conditions. The
stability of cefepime was affected by the tempeminf storage, cefepime concentration, citric
buffers composition, conservatives, and PVA conegion. Out of these, the temperature

of storage was the most significant factor; it watblished that it should not exceed 4°C.
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The stability of cefepime in the pharmaceuticalsians of the eyedrops stored at the
temperature of 4°C, measured by the time after wvaid0% drop in the levels of the antibiotic
could be detected, was 21 to 27 days (for 1% cefepeyedrops) and 12 to 21 days (for 5%
cefepime eyedrops).

The results of the physicochemical evaluation efggharmaceutical version of the eyedrops,
especially the data concerning the stability ofepghe, were used as a starting point for the
development of the composition of solvents for aaseproduction version of 1% and 5%
cefepime eyedrops.

The quality evaluation of the solvents was perfatmia accordance with the ICHQIA (R2)
requirements, during a 6-month-long storage imatic chambers at 40°C and relative humidity
of 75% RH £ 5% RH and a 12-month-long storage 8€C23° at the relative humidity of 60% RH
+ 5% RH. Moreover, after a long-term storage testiest of antibacterial efficiency of the
conservatives added to certain solvents was coedusing the FPVII standard method.

The version for a serial production of 1% and 5%epene eyedrops was made in sterile
environment by mixing cefepime directly with a s, which was intended to emulate
a potential mass production two-compartment caetadesigned to store a freeze-dried powder
in one compartment and the solvent in the othee o substances should be mixed directly
before the start of the treatment, and the eyedpoggared in such way should be stored — just
like a pharmaceutical version — at the temperatti®C.

The version for a serial production of 1% and 5%egiene eyedrops was stored for 30 days
away from light, at the temperature of 4°C only.eTérganoleptic and the physicochemical
properties of the serial version were evaluatedyeSalays and tested against the same criteria as
the pharmaceutical version of the eyedrops.

The version for a serial production of 1% and 5% gene eyedrops was prepared in variants
with newly made solvents as well as the solventgchvihad undergonéhe accelerated aging
test.

The examination showed that a short-term expostiréhed solvents to a temperature
higher than the declare2b°C+2°C should not negatively affect the physmalperties and the
stability of cefepime in eyedrops stored at 4°Calnee the 10% loss in the antibiotic content took
place only after a dozen or so days of storage ggi#t was the case with the serial version of the
eyedrops prepared using newly made solvent.

When it comes to the serial version of 1% eyedmepared using newly made solvent, the
10% loss in the antibiotic content took place after period of 21 to 27 days, depending on the

solvents’ composition. In the case of the 1% eypslrprepared using solvents which had
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undergondghe accelerated aging process, 1086 loss occurred after a similarly period, that is
after 21 to 24 days.

The stability of cefepime in the serial version58b eyedrops (prepared using aged solvent) was
shorter and lasted for 15 to 18 days.

The stability of the pharmaceutical version of #ngedrops with preservatives and the serial
version of the eyedrops with and without presevestiprotected against bacterial recontamination
by a right container allows for a treatment lastengozen or so days; however, throughout the
treatment the eyedrops must be stored at the maxitamnperature of 4°C.

The idea for solvents used in the serial versiod%fand 5% eyedrops is a technology which
could be used in mass production of a new ophthalgnzal form of a drug with the antibiotic
characterized by exceptional antibacterial propsrthighly effective against bacteria causing eye

infections, such as those B$eudomonastrain, which entail great risk of losing eyesight.
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