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1. WSTEP

Choroby o etiologii bakteryjnej stanowity i nadal stanowia jedno z najwigkszych

wyzwan medycyny i farmakoterapii. Epidemie ngkajace ludzko$¢ od zarania dziejow,
w przeciagu krotkiego czasu, potrafity pochtonaé setki tysigcy, a nawet miliony ofiar.
Dzigki rozwojowi medycyny, poprawie warunkéw sanitarnych czy zwigkszeniu
swiadomos$ci ludzi w zakresie dbania o higieng, dzi§ wigkszo$¢ tych choréb mozemy
leczy¢, badz skutecznie im zapobiegac.
Pojgcie chemioterapii do lecznictwa wprowadzit niemiecki chemik i bakteriolog, Paul
Ehrlich. Jest to nauka traktujaca przede wszystkim o zwalczaniu choréb wywotanych
przez drobnoustroje 1 pasozyty oraz chorob nowotworowych. Chemioterapeutykiem wigc,
nazywamy substancjg, ktora w odpowiednich warunkach powoduje uszkodzenie lub
Smier¢ drobnoustroju, jednoczesnie nie wykazujac toksycznosci dla ludzi czy zwierzat
[1].

Milowym krokiem w walce z drobnoustrojami byto odkrycie sulfonamidéw. Dokonat
tego w 1939 roku niemiecki chemik, Gerhard Domagk. Zbadat on skutecznos¢
czerwonego barwnika (Prontosil rubrum) w leczeniu infekcji paciorkowcowych, takich
jak goraczka poporodowa. Dzigki temu odkryciu odsetek umieralno$ci na skutek zakazen
potogowych w londynskich szpitalach w owym czasie, zmalat z 20% do 4,7%. Substancja
ta znalazt réwniez zastosowanie w leczeniu rzezaczki, meningokokowym zapaleniu opon
moézgowych czy zakazeniach pneumokokami [2, 3].

Niewatpliwie najwiekszym odkryciem, dajacym poczatek ,,erze antybiotykow” byto
odkrycie penicyliny przez szkockiego bakteriologa i lekarza, Aleksandra Fleminga.
W roku 1928 zaobserwowal on zahamowanie wzrostu kolonii bakterii w hodowlach
nadkazonych niebieska ple$nia. Dalsze obserwacje pozwolity stwierdzi¢, ze plesn hamuje
rozwo6j paciorkowcdéw, gronkowcoOw, maczugowcOw blonicy czy laseczek waglika.

Tajemnicza plesnia okazat si¢ Penicillium notatum, a przesacz z niej Flaming nazwat
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penicylina. Za to odkrycie zostat on uhonorowany nagroda Nobla. Nie udalo mu si¢
jednak wyodrebni¢ substancji czynnej, odpowiedzialnej, za tak spektakularne jak na owe
czasy efekty. Dokonali tego dopiero blisko 10 lat p6zniej naukowcy z Uniwersytetu w
Oxfordzie, profesor Howard Walter Florey oraz doktor Ernst Boris Chain. Penicylina
zostata wprowadzona do lecznictwa w 1942 roku, a juz rok pdzniej trafita do masowe;j
produkcji, pierwotnie gldwnie na potrzeby armii.

Termin antybiotyki do lecznictwa wprowadzil laureat nagrody Nobla Selman
Waksman, odkrywca streptomycyny (1943 roku) i neomycyny (1949 roku). Pierwotnie
oznaczal on substancj¢ pochodzenia naturalnego, wytworzona przez drobnoustroje.
Obecnie termin ten obejmuje nie tylko zwiazki naturalne, ale i syntetyczne pochodne
[4,5].

W 1945 roku profesor Wydziatu Higieny Uniwersytetu w Cagliari na Sardynii,
Giuseppe Brotzu, zaobserwowat iz endemiczny dur brzuszny wywotywany przez paleczki
Salmonella typhi, nie wystgpuje u mieszkancow Cagliari. Po wyizolowaniu
z zanieczyszczonych wod zatoki su Siccu, grzyba Cephalosporium acremonium,
dostrzegt, iz jego metabolity hamuja wzrost Salmonella typhi, paratyphi i Vibro cholerae.
Dalsze badania nad cefalosporynami zotaty zlecone zespolowi pod przewodnictwem
Edwarda Abrahama oraz Guy'a Newtona. Badacze ci, w 1953 roku wyizolowali
cefalosporyne C, jednak ze wzgledu na niewystarczajaca stabilnos$¢, nie znalazta ona
zastosowania klinicznego. Dopiero w 1961 roku otrzymano m.in. kwas
7-aminocefalosporanowy, stanowiacy podstawe do otrzymywania kolejnych pochodnych,
0 korzystniejszych parametrach.

Pierwsza cefalosporyna, wprowadzona do lecznictwa byla cefalorydyna (rok 1962),
dwa lata pozniej pojawila si¢ cefalotyna produkowana przez firme Eli Lillu oraz Glaxo
[5]. Do roku 1972 odkryto ponad 30 antybiotykow, zaréwno naturalnych,
potsyntetycznych, jak i syntetycznych. W kolejnych latach, nie tylko odkrywano zupelnie
nowe leki z tej grupy, ale réwniez modyfikowano juz wprowadzone do lecznictwa
pochodne.

Antybiotyki moga dziala¢ bakteriobdjczo  (niszcza ~ drobnoustroje), lub
bakteriostatycznie (hamuja namnazanie, ale ich nie zabijaja). Ze wzglgdu na mechanizm
dzialania chemioterapeutyki mozemy podzieli¢ na:

- hamujace synteze¢ Sciany komorkowej bakterii: antybiotyki B-laktamowe

i glikopeptydowe, cykloseryna, wankomycyna, teikoplanina, nowobiocyna
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- uposledzajace czynno$¢ btony komérkowej poprzez zmiany jej przepuszczalnosci dla
elektrolitow oraz hamujace jej biosynteze: polimiksyny, aminoglikozydy, nystatyna,
amfoterycyna B

- Dblokujace synteze biatek: aminoglikozydy, makrolidy, tetracykliny i inne

- hamujace biosyntez¢ kwaséw nukleinowych: ryfamycyny, sulfonamidy, flucytozyna

- inhibitory gyrazy (kwas nalidyksowy, fluorochinolony)

Inne kryterium podziatu stanowi budowa chemiczna. Wyrdzniamy tu m.in.
antybiotyki B-laktamowe, tertracykliny czy aminoglikozydy. Jest to rozpowszechniony
podzial, jednak =z ograniczona warto$cia kliniczna w stosunku do opartego
na mechanizmie dziatania [5-7].

Warto réwniez wspomnie¢ o podziale ze wzgledu na zakres dzialania

chemioterapeutykow:

- antybiotyki standardowe (podstawowe), o szerokim zakresie dzialania (penicyliny,
cefalosporyny, chloramfenikol, streptomycyna, tetracykliny)

- antybiotyki pomocnicze, dzialajace na bakterie Gram-ujemne (neomycyna,
gentamycyna, kanamycyna)

- antybiotyki specyficzne, stosowane wybidérczo w okreSlonych typach schorzen
(przeciwgruzlicze, przeciwgrzybicze, itp.).

Najwigkszym problemem wspolczesnej antybiotykoterapii, zaréwno u ludzi,
jak 1 u zwierzat, jest narastajaca opornos¢ bakterii na stosowane leki. Stawia to przed
badaczami nowe wyzwania w zakresie nowych form antybiotykow, nowoczesnych
formulacji zwigkszajacych biodostgpnos¢ 1 poprawiajacych profil terapeutyczny, jak
rowniez wprowadzania do lecznictwa terapii skojarzonych. W  przypadku
antybiotykoterapii weterynaryjnej, szczegdlnie w odniesieniu do zwierzat hodowlanych,
pojawia si¢ kolejny problem, jakim sa pozostatosci lekéw 1 ich metabolitow, w tkankach
jadalnych zwierzat rzeznych, jajach czy mleku. Dlatego tak istotne sa dobrze opracowane
metody analityczne wykorzystywane w ocenie jakosci lekow, jak 1 procedury

zapewniajace bezpieczenstwo konsumentow 1 osob pracujacych przy hodowli.

1. Wstep 11
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Cefalosporyny — wiadomosci ogdlne

Cefalosporyny naleza do grupy antybiotykow pB-laktamowych. Historia odkrycia
cefalosporyn ma swdj poczatek w 1945 roku, kiedy to wtoski mikrobiolog Giuseppe
Brotsu z Sardynii dokonat posiewu wody morskiej pobranej z ujscia kanatu znajdujacego
si¢ w sasiedztwie. Powodem tego byly jego przypuszczenia, ze znajduja si¢ w niej
drobnoustroje zwalczajace chorobotworcze bakterie jelitowe. W ten sposob prof. Brotsu
wyizolowat szczep grzyba z gatunku Cephalosporium acremonium (Acremonium
chrysogenum), a po nawiazaniu wspotpracy z Florey’em, w 1948 r. odkryl, ze badany
szczep grzyba wytwarza az 7 antybiotykow. Bylo to 5 odmian cefalosporyny P,
cefalosporyna N oraz cefalosporyna C, ktora stata si¢ zrédlem wszystkich obecnie
stosowanych antybiotykow cefalosporynowych [7-9].

Cecha cefalosporyny C, ktora wzbudzala najwigksze zainteresowanie, byla duza
oporno$¢ na penicylinazg gronkowcowa i hydrolizg w $rodowisku kwasowym (wsrod
antybiotykow o podobnej budowie), przy zaledwie 10% aktywnosci biologiczne;j
penicyliny. Ponadto okazata si¢ mato toksyczna i wykazywata skuteczno$¢ terapeutyczna
u badanych myszy [7-9]. Naturalne cefalosporyny (cefalosporyna C, N, P) wykazuja
niska aktywnos$¢, dlatego nie znalazty zastosowania w lecznictwie, natomiast
cefalosporyny polsyntetyczne, o udowodnionych wlasciwosciach terapeutycznych stosuje
si¢ w lecznictwie do dzi§. Otrzymuje si¢ je z kwasu 7-aminocefalosporanowego,
pochodzacego z naturalnej cefalosporyny C [7-9]. Cefalosporyna C nie ma znaczenia
w terapii, jednak stanowi zasadniczy surowiec do otrzymywania pOtsyntetycznych
pochodnych.

Cefamycyny, pochodne  7a-metoksylowe, sa  produktami  metabolizmu
promieniowcoéw z rodzaju Streptomyces i Nocardia. Najwiekszy rozwoj cefalosporyn
zanotowano w latach 80-tych i 90-tych ubiegtego wieku (Rycina 1).
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Rycina 1. Historia odkry¢ cefalosporyn [10].

Cefalosporyny charakteryzuja si¢ niska toksycznos$cia, wynikajaca z ich mechanizmu
dziatania, jak rowniez szerokim spektrum dzialania przeciwbakteryjnego. Jednakze
bakterie wyposazone w naturalne mechanizmy obronne, umozliwiajace im nabywanie
oporno$ci poprzez wytwarzanie -laktamaz, stanowia pewne ograniczenia w stosowaniu

cefalosporyn.
2.1.1. Budowa chemiczna

Podstawa budowy cefalosporyn jest uktad A,-cefemu, bedacy uktadem B-laktamowo-
dihydrotiazynowym (Rycina 2).
':"x__ OH

0
0 |
X S o e

I T N B
HZNJ:LS J

H S
a b

Rycina 2. Kwas 7-aminocefalosporanowy (a) i A2-cefem (b) [7].

Podobnie jak w przypadku penicylin, obecno$¢ wiazania [-laktamowego
jest niezbedna dla aktywnosci biologicznej. Na jego trwato$¢ wptywa wiazanie podwdjne
migedzy C, i Cs, ktore tacznie z podstawnikiem R, (powoduje wzrost elektroujemnosci
wiazania Ay) wywiera efekt indukcyjny na wiazanie B-laktamowe, co ulatwia jego

stabilizacj¢ rezonansowa (Rycina 3). Zjawisko to jest spowodowane przekazywaniem
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fadunku powodujacego odszczepienie podstawnika 1 rozerwanie pier§cienia
B-laktamowego. Podstawnik R; takze nie pozostaje bez znaczenia w przypadku trwatoSci

tego ugrupowania (Tabela 1) [9].

Podstawnik prolekéw

COOH
Spektrum dziatania o
CH; R
\ R Y 2} \ 3 Rg
N//;,,“ 7 6 4 QY
R Y . .
S f
fo) H H

Pierscien dihydrotiazynowy

Skutecznosc przeciwbakteryjna

Rycina 3. Ogolna budowa cefalosporyn.

Wiazanie B-laktamowe jest podatne na dziatanie czynnikdw chemicznych, fizycznych
i enzymatycznych (B-laktamazy). Powstajace w wyniku ich dziatania produkty rozktadu
cefalosporyn nie wykazuja dzialania bakteriobdjczego. W wyniku podstawienia uktadu
cefemu w czterech pozycjach powstato bardzo wiele polsyntetycznych pochodnych

o zroznicowanej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej oraz parametrach farmakokinetycznych.

Tabela 1. Wptyw podstawnikow na wlasciwosci cefalosporyn [7]

Podstawnik Wplyw na:

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna
R1 Spektrum dziatania

Oporno$¢ na dziatanie B-laktamaz

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna
R2 Farmakokinetyke

Trwatos¢é metaboliczng

R3 Ochrong ugrupowania p-laktamowego przed dziataniem B-laktamaz

R4 Lipofilno$¢ pochodnych (biodostgpnosc)

Niektore cefalosporyny wystgpuja w postaci estrow, sa pro-lekami i dopiero
w krazeniu wrotnym i jelicie cienkim, zostaja przeksztatcone do aktywnych pochodnych,
pod wptywem esteraz.
Do cefalosporyn mozemy zaliczy¢ takze:

- oksacefemy — w pozycji 5 zawieraja zamiast atomu siarki atom tlenu
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- karbacefemy — w pozycji 5 zawieraja zamiast atomu siarki atom wegla [7].

Przyktadowe modyfikacje czasteczki kwasu 7-aminocafalosporanowego przedstawiono

na rycinie 4.
H
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Rycina 4. Przyktady chemicznych modyfikacji czasteczki kwasu 7-aminocefalosporanowego [7].

2.1.2. Mechanizm dziatania antybiotykow cefalosporynowych

Cefalosporyny naleza do antybiotykow B-laktamowych, a te wykazuja podobienstwo
do dipeptydu D-alanylo-D-alaniny, bedacego substratem dla transpeptydazy. Leki
te wiaza si¢ kowalentnie z centrum aktywnym enzymu i blokuja go nieodwracalnie

(Rycina 5)[7].

Hy
oH HzNj\coa

RN~ ’ RHN._CHy
(,]\ /EIJ (; L +  CHOH
i ; i N NHR N
L WY ,
HOH Fragment $ciany komorkowej o

(D-Ala-D-Al)

&
NHy HaN - m,—(:
HR

Transpeptydaza Jednostka pentaglicylowa
[ Hydroliza fragmentu Scany komdrkowej (D-Ala-D-Al) przez transamidaze $ciany komorkowey l
@ Sy
CH, H;(‘—
— (u,
E-hkum

I Hydroliza [3-laktamu przez transamidaze $cmny kom(»kowe)l

Rycina5. Wiazanie poprzeczne S$ciany komorkowej bakterii i mechanizm dziatania antybiotykow
B-laktamowych [7].
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Biatka wiazace penicyliny (PBP-Penicilin Binding Proteins) znajduja si¢
na zewngtrznej powierzchni blony cytoplazmatycznej w rdznej ilosci, zaleznej od rodzaju
bakterii, Gram-dodatniej czy Gram-ujemnej. Zwiazanie antybiotyku [-laktamowego
z PBP skutkuje zahamowaniem wydluzania tancucha peptydoglikanu oraz jego
usieciowania, co w konsekwencji powoduje nagromadzenie w komorce
urydyno-5'-monofosforanu (UMP) i N-acylowych pochodnych kwasu muraminowego,
wzrost  aktywnosci  enzymoéw  autolitycznych  (m.in.  hydrolazy  muraminy)
1 unieczynnienie inhibitoréw hydrolaz (kwasu lipoteichowego i substratow do biosyntezy
muraminy). Autoliza uniemozliwia adhezj¢ komorki bakteryjnej do komorki gospodarza,
powoduje deformacje¢ ksztattu bakterii oraz wzrost wrazliwosci na dziatanie czynnikdéw
zewngetrznych, takich jak np. ci$nienie osmotyczne. Wszystkie te procesy prowadza

do lizy komorki bakteryjnej [7-13].

2.1.3. Mechanizmy opornosci na antybiotyki cefalosporynowe

Opornos¢ drobnoustrojow na antybiotyki jest powaznym problemem terapii zakazen
0 etiologii bakteryjnej. Bakterie zdolne do szybkiego podziatu, posiadaja wrecz
nieograniczong, genetyczna zdolno$¢ adaptacji do zmian Srodowiska. Opornosé
na antybiotyki to nieodwracalny proces ewolucji, bedacy odpowiedzia mikroorganizmow
na powszechng antybiotykoterapig.

Do czynnikdw sprzyjajacych narastaniu oporno$ci na antybiotyki naleza
m.in. mozliwo$¢ migracji bakterii pomigdzy ludzmi (duze skupiska ludnosci), zdolnosé
przekazywania pomigdzy szczepami gendw opornosci, czy tez zdolnos¢ przenoszenia
gendw opornosci w obrebie komorki (na transpozonach).

Istnieja trzy najbardziej rozpowszechnione mechanizmy oporno$ci jakimi bakterie
moga zmniejsza¢ skutecznos¢ antybiotykoterapii cefalosporynami i innymi B-laktamami,
takie jak wytwarzanie enzymow (P-laktamaz, ktore inaktywuja lek), zmiana punktu
uchwytu lekoéw (alternatywne PBP), zmiany w strukturze blony zewngtrzne;,
zmniejszajace mozliwos¢ penetracji leku. U poszczegdlnych szczepéw bakterii moga
wystepowac rozne kombinacje tych trzech mechanizmow opornosci [14].

Mikroorganizmy, takie jak gronkowce, uwalniaja duze ilosci p-laktamaz
do otaczajacego je srodowiska. Zdolno$¢ bakterii do obrony zalezy od mozliwosci
inaktywowania antybiotykow B-laktamowych zanim osiagna one punkt uchwytu, jakim

sa PBP. Aktywne wobec penicylin gronkowcowe p-laktamazy sa mniej efektywne
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w stosunku do wigkszosci cefalosporyn. Bakterie Gram-ujemne wytwarzaja bardziej
ztozone enzymy, zarowno kodowane genami chromosomalnymi, jak i plazmidowymi.
Enzymy te wchodza w interakcj¢ z wrazliwymi cefalosporynami w przestrzeni
periplazmatycznej, gdzie wiaza si¢ kowalentnie i powoduja ich hydrolizg. B-Laktamazy
bakterii Gram-ujemnych moga by¢ wytwarzane, gdy komoérka jest eksponowana
na czynnik indukujacy (czesto cefalosporyna). Indukcyjne pB-laktamazy spotykane
sa czesto u Enterobacteriace, P. aeruginosa i Citrobacter. Klinicznie objawia si¢
to niepowodzeniem leczenia i pojawianiem si¢ opornych organizméw, mimo poczatkowe;j
wrazliwo$ci na rézne cefalosporyny [14]. B-Laktamazy o szerokim spektrum dziatania
powoduja oporno$¢ na ceftazydym, aztreonam oraz inne cefalosporyny [15]. Zmiennosé
docelowego PBP obserwuje si¢ u coraz wigkszej liczby drobnoustrojéw, np. S. aureus,
S. pneumoniae czy enterokoki. Najlepiej poznany przyktad to PBP 2a (znane roéwniez
jako PBP 2’) metycylinoopornego szczepu S. aureus (MRSA), ktory ma bardzo male
powinowactwo do antybiotykow B-laktamowych. PBP 2a kodowany przez gen MECA
nadaje mu oporno$¢ na wszystkie antybiotyki B-laktamowe, wlaczajac cefalosporyny.
Standardowe badania wrazliwosci moga da¢ biedne wyniki, sugerujace aktywnos$¢
cefalosporyn wobec szczepéw MRSA. Szczepy S. aureus, ktore wykazuja opornosé
na metycyling lub oksacyling, sa zawsze oporne rowniez na cefalosporyny.

Trzecim wspomnianym mechanizmem opornosci na cefalosporyny sa zmiany
w bakteriach, ograniczajace wnikanie leku do miejsca dziatania. W przypadku
cefalosporyn, aby osiagna¢ PBP bakterii Gram-ujemnych, musza one najpierw
przeniknaé zewngtrzng blong komodrkowa poprzez wypetlnione woda kanaty, zwane
porynami. W przypadku ekspozycji na niekorzystne warunki (np. obecnos¢ w srodowisku
leku), struktura poryn moze ulega¢ zmianie. Skutkuje to ograniczeniem przenikalno$ci

przez btong, np. cefalosporyn i tym samym oslabienie lub zahamowanie ich dziatania

[16].
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2.1.4. Dziatania niepozadane antybiotykow cefalosporynowych

Najczescie] wystepujace dziatania niepozadane cefalosporyn przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2.

Dziatania niepozadane zwiazane z terapia cefalosporynami

Zespot objawdw

Objaw

Zwiazane z podaniem

Doustne: zaburzenia zotadkowo-jelitowe
Dozylne: zakrzepowe zapalenie zyt
Domigéniowo: bol w miejscu podania

Reakcje nadwrazliwosci

Wysypka grudkowo-plamista
Pokrzywka

Swiad

Choroba posurowicza

Ostra nadwrazliwos¢ (rzadka)
- anafilaksja

- obrzgk naczynioruchowy
Goraczka polekowa

Zmiany w obrazie krwi

Eozynofilia

Trombocytopenia

Odwracalna neutropenia (rzadko)
Anemia hemolityczna (rzadko)

Zaburzenia hemostazy

Uposledzenie agregacji ptytek
Wazrost syntezy zaleznych od witaminy K
czynnikow krzepnigcia

Nefrotoksycznosé

Srédmiazszowe zapalenie nerek (rzadkie)

Toksycznos¢ w stosunku do uktadu pokarmowego

Nudnosci, wymioty

Lagodny, przemijajacy wzrost poziomu transaminaz
Indukowana ceftriaksonem kamica zotciowa
Biegunka

- zwigzana ze wzrostem wydzielania watrobowego
- zwiazana z rzekomobtoniastym zapaleniem jelita
grubego wywotanym Clostridium difficile

Neurotoksycznos¢

Drgawki (rzadko)
Nawracajace aseptyczne zapalenie opon
moézgowych (rzadko)

Disulfiramo-podobna reakcja po spozyciu alkoholu
(zwiazane z obecnoscia tancucha
metylotiotetrazolowego)

Nadkazenia

Wptyw na wyniki badan diagnostycznych

Antybiotyki cefalosporynowe sa grupa lekéw dobrze tolerowana przez pacjentow.

W poréwnaniu do innych lekéw przeciwdrobnoustrojowych, maja korzystny stosunek

skutecznosci do toksycznosci. Roznice w strukturze chemicznej i1 farmakodynamice

poszczegolnych cefalosporyn wptywaja na ich dziatania niepozadane [17-20].
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Pewne dziatania niepozadane moga by¢ zwiazane z droga podania. Podanie doustne
moze powodowa¢ nudnos$ci, wymioty czy biegunke. Zakrzepowe zapalenie zyl pojawia
sig u 1 do 2% pacjentow, ktorym podawano cefalosporyny dozylnie. Efekt ten jest jednak
zwiazany, nie tyle z samymi cefalosporynami, co ze sposobem podania leku. Podanie
domig$niowe moze powodowac bol, stad cefalosporyny taczy si¢ z lidokaina, co moze
zmniejsza¢ uczucie dyskomfortu [21]. Nadwrazliwos$¢, czy reakcje alergiczne wystepuje
u 1-3% pacjentow. Najczeséciej wystepuje wysypka, czasami potaczona z goraczka,
eozynofilia, badz z jednym i drugim. Pokrzywka wystepuje rzadziej. Chorobg
posurowicza zglaszano u dzieci po podaniu cefakloru czy cefprozilu. Wigkszos¢ tych
reakcji jest tagodna i znika po zaprzestaniu podawania lekow. Anafilaksja po podaniu
leku wystepuje niezwykle rzadko (mniej niz 0,02%).

Nie istnieje zaden wiarygodny test pozwalajacy przewidzie¢, ktory pacjent zareaguje
alergicznie na cefalosporyny. Czestotliwos$¢ wystgpowania alergii krzyzowej u pacjentow
ze stwierdzona alergia na penicyliny jest mato sprecyzowana. Wykazano, ze 5,4
do 16,5% pacjentow z nadwrazliwoscia na penicyliny, jest takze nadwrazliwych
na cefalosporyny. Udowodniono duzo nizsza czgstotliwosé reakcji krzyzowej, jednakze
zaleca si¢ unikanie leczenia cefalosporynami, jezeli pacjent miat w przesztosci epizod
nadwrazliwo$ci na ktora$ z penicylin (IgE — posredniczaca, anafilaksja, pokrzywka,
obrzgk naczynioruchowy) [22].

Podczas leczenia cefalosporynami moga takze pojawic si¢ zmiany w obrazie Krwi.
Samoistna eozynofilia moze wystapi¢ u 4% leczonych. Trombocytopeni¢ zglaszano przy
terapii  cefalotyna, cefamandolem, cefazoling, cefaklorem 1  cefoksytyna
po ich kilkutygodniowym podawaniu. Sa to jednak skutki odwracalne, ustgpujace
po zaprzestaniu podawania leku. Klinicznie nieistotny pozytywny wynik testu Coombsa
moze pojawi¢ si¢ u 3% pacjentéw otrzymujacych cefalosporyny. Anemia hemolityczna
wystegpuje niezwykle rzadko.

Cefalosporyny, tak jak inne leki przeciwdrobnoustrojowe, 0 szerokim spektrum
dzialania, moga powodowa¢ hipoprotrombinemig¢. Pochodne z ‘tancuchem
metylotiotetrazolowym (MTT), takie jak cefamandol, cefotetan, cefoperazon
czy moksalaktam zaburzaja syntezg¢ zaleznych od witaminy K czynnikéw krzepnigcia.
Moga one rowniez wpltywa¢ na metabolizm witaminy K poprzez inny, nieznany
mechanizm. U pacjentow z wysokim ryzykiem krwawien, zasadna jest wigc podaz

witaminy K.
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Stosowane obecnie cefalosporyny rzadko sa nefrotoksyczne. Opisano jednak
przypadki odwracalnego zapalenia nerek taczonego =z terapia antybiotykami
B-laktamowymi [23]. Lagodny wzrost poziomu transaminaz watrobowych wystepuje
u ok. 1 do 7% pacjentow. Ponadto ceftriakson moze tworzy¢ osady w zotci i drogach
z0kciowych, szczegodlnie u dzieci. Czasami wymaga to interwencji chirurgicznej [24].

Podczas terapii cefalosporynami moga pojawi¢ si¢ nadkazenia mikroorganizmami
opornymi. W przypadku cefalosporyn, typowymi czynnikami nadkazajacymi
sa enterokoki, Candida species, Clostridium difficile, metycylinooporne szczepy
gronkowcow, Enterobacter species oraz inne wielolekowo oporne szczepy bakterii Gram-
ujemnych.

Neurotoksyczno$¢ zwiazana z leczeniem cefalosporynami w standardowych dawkach
jest niezwykle rzadka, opisano jednakze indukowane ceftazydymem drgawki i zwiazane
z cefalosporynami nawracajace aseptyczne zapalenie opon mozgowych [25].

Cefalosporyny posiadajace tancuch metylotiotetrazolowy badz podobny strukturalnie
(np. cefonicyd) moga indukowa¢ disulfiramo—podobne reakcje po spozyciu alkoholu.
Efekt ten moze si¢ utrzymywac do kilku dni po zakonczeniu leczenia cefalosporynami.
Objawy obejmuja zaczerwienienie twarzy, tachykardig, nudno$ci, wymioty, obfite
pocenie sig, dusznos$¢, hipotensje czy zmieszanie. Wzrost st¢zenia aldehydu octowego
zwigksza site reakcji.

Niektére cefalosporyny moga wptywac na wyniki testow diagnostycznych. Cefaklor,
cefadroksyl, cefamandol, cefonicyd, cefotaksym, cefoksytyna i ceftazydym moga
powodowaé falszywie pozytywny cukromocz w te$cie Clinitest wykorzystujacym
technik¢ redukcji jonow miedzi. Cefoksytyna i cefalotyna moga powodowac falszywie

podwyzszone poziomy kreatyniny w osoczu mierzonej technika Jaffé.
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2.2. Cefalosporyny stosowane w medycynie weterynaryjnej

Cefalosporyny stosowane u zwierzat i drogi ich podania przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Cefalosporyny stosowane u zwierzat i drogi ich podania [26-30]

Cefalosporyna Generacja Gatunek zwierzecia Droga podania
Cefaleksyna I Konie, psy, koty per os
Cefradyna I Psy, koty i.m., i.v., per 0s,
Cefadroksyl I Konie, psy, koty per os
Cefalotyna I Konie iv., im.

Bydto s.C.

Psy, koty i.m., i.v,s.c.
Cefaloglicyna I Psy, koty per 0s
Cefalorydyna I Psy, koty im., iv.
Cefapiryna I Konie im., iv.

Psy, koty i.v., i.m., s.c.
Cefazolina I Konie iv., im.

Psy, koty i.m., i.v,s.c.
Cefaklor I Psy, koty per os
Cefoksytyna I Zrebigta, psy, koty iv.
Cefotetan I Psy, koty iv.
Cefowecyna i Psy, koty s.C.
Cefotaksym " Zrebieta, kozy V.

Psy, koty i.v., i.m., s.c.
Ceftiofur Il Bydto, $winie i.m.
Cefkwinom v Bydto, $winie i.m., i.v., s.C.

per os — doustnie, i.m. — domig$niowo, i.v. — dozylnie, s.c. - podskornie
Ze wzgledu na wysokie koszty, terapia cefalosporynami u zwierzat ograniczona jest

gtownie do 1i Il generacji, 111 IV generacja sa rzadziej stosowane.

Ponizej przedstawiono zastosowanie wybranych cefalosporyn w leczeniu zwierzat [26].

— Cefaleksyna: infekcje uktadu oddechowego, moczowego, zakazenia gronkowcowe,
zapobiegawczo przed operacjami, zabiegami.

— Cefradyna, cefadroksyl: silne dziatanie bakteriobdjcze, stosowane w przypadku
nadwrazliwos$ci lub opornosci na penicyliny.

— Cefalotyna, cefazolina: w infekcjach opornych na leczenie penicylinami, zakazenia
wywotane przez Escherichia coli.

— Cefaklor: infekcje uktadu moczowego pséw 1 kotow.
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— Cefapiryna: infekcje uktadu moczowego, posocznice, ponadto stosowana jest jako
podanie dowymieniowe u bydta mlecznego leczniczo lub w okresie zasuszenia.

— Cefoksytyna: wykazuje duza oporno$¢ na beta-laktamazy, w infekcjach wywotanych
przez Enterobacteriaceae, opornych na penicyliny czy cefalosporyny I generacji.

— Cefoperazon: gtownie w zakazeniach wymienia bydta mlecznego przez paciorkowce,
gronkowce, Escherichia coli.

— Cefsulodyna: zakazenia przez Pseudomonas aeruginosa oporne na penicyliny
I gentamycyneg.

— Cefowecyna: infekcje skory, tkanek migkkich i drog moczowych u pséw i kotow [27].
Do cefalosporyn stosowanych w infekcjach wywotanych przez bakterie Gram-ujemne

U gadow zalicza si¢ cefuroksym i ceftazydym, ktore sa podawane domig$niowo.

Antybiotkami stosowanymi wylacznie w lecznictwie weterynaryjnym sa ceftiofur,

cefkwinom oraz cefowecyna.

2.3. Problemy wspotczesnej antybiotykoterapii weterynaryjne;j

Choroby o etiologii bakteryjnej stanowia problem terapeutyczny zaréwno ludzi,
jak 1 zwierzat. Narastajaca oporno$¢ na antybiotyki to problem, z ktorym na co dzien
spotykaja si¢ rowniez lekarze weterynarii. Komisja Europejska zadecydowata,
1z wszystkie kraje czlonkowskie Unii Europejskiej maja obowiazek utworzenia
1 zaangazowania do dziatania migdzysektorowych zespolow, celem ktorych bedzie
ustanowienie zasad monitorowania szczepéw opornych. Dotyczy to zarowno medycyny
cztowieka, jak 1 medycyny weterynaryjnej. Dzialania maja obejmowaé oceng
skutecznosci  stosowanych  antybiotykow oraz  podejmowanie = odpowiednio
ukierunkowanych programow naprawczych. Stwierdzono, iz obecny stan spowodowany
jest nadmiernym i niewtasciwym stosowaniem antybiotykow [31].

W pazdzierniku 2007 roku, Parlament Europejski przyjat wspolnotowy program
dziatan dotyczacy racjonalnego stosowania antybiotykéw na lata 2008—2013, zwracajac
szczegblna uwage na oporno$¢ drobnoustrojéw na antybiotyki 1 ograniczenia
terapeutyczne zakazen [32].

Sporym ograniczeniem terapii w weterynarii jest nie tylko bezpieczenstwo
w odniesieniu do zwierzat, ale takze bezpieczenstwo ludzi czy to pracujacych

w ich bezposrednim sasiedztwie, jak 1 konsumentow, w przypadku zwierzat rzeZznych.
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Wigkszos¢ antybiotykow stosowanych u zwierzat hodowlanych jest podawane z woda
lub pasza, najczgs$ciej w wydtuzonych okresach stosowania, co sprzyja wyksztatcaniu
si¢ oporno$ci na podawane antybiotyki. Przy podawaniu lekéw ta droga nie bez znaczenia
dla powstawania opornosci jest podprogowe dawkowanie, ograniczona dostepno$¢ przez
niejednorodne wymieszanie z pasza oraz zmniejszone spozycie karmy przez chore
zwierzeta [33].

Stosowanie antybiotykdw u zwierzat gospodarskich, od ktérych pochodza $rodki
spozywcze, stanowi jedno z podstawowych zagrozen sanitarno-higienicznych,
wpltywajacych na jako$¢ zdrowia publicznego. Najczesciej obserwuje si¢ nabywanie
oporno$ci przez bakterie enteropatogenne, a zwlaszcza pateczki Salmonella spp.
i Campylobacter spp. oraz Escherichia coli. W celu ograniczenia rozwoju lekoopornosci
bakterii ograniczono stosowanie antybiotykéw w paszach dla zwierzat. Jako alternatywe
stosowania antybiotykdw zaproponowano polepszenie metod zarzadzania hodowla
duzych stad, przestrzegania norm dobrostanu i stosowanie probiotykow [34-35].

Farmakoterapia zwierzat hodowlanych wiaze si¢ z mozliwo$cia pozostania resztek
zwiazkéw chemicznych w tkankach zwierzgcia, czy tez w jego wydzielinach. Jest
to powaznym problemem, poniewaz istnieje ryzyko zatrucia, wystapienia uczulenia

lub nawet wstrzasu u 0sob z nadwrazliwoscia.

2.4. Charakterystyka wybranych cefalosporyn stosowanych w medycynie
weterynaryjnej

2.4.1. Ceftiofur sodowy
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Rycina 6. Ceftiofur.

Ceftiofur jest potsyntetycznym antybiotykiem, nalezacym do trzeciej generacji

cefalosporyn. W pozycji C7 cefemu zawiera ugrupowanie alkoksyiminowe
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I aminotiazolowe, warunkujace oporno$¢ na beta-laktamazy [10]. Jest on stosowany
wylacznie w lecznictwie weterynaryjnym. Po raz pierwszy zostal zatwierdzony przez
FDA (ang. Food and Drug Administration) w 1988 roku do leczenia chordob uktadu
oddechowego u bydia. Obecnie jest stosowany réwniez u trzody chlewnej, koni i drobiu.
Charakteryzuje si¢ on szerokim spektrum dziatania, jest aktywny wobec tlenowych
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz niektérych beztlenowcow [36,37].
Ceftiofur stabo wchtania si¢ po podaniu doustnym, dobrze po podaniu podskérnym lub
domig$niowym. Silnie wiaze si¢ z biatkami osocza (ok. 70-90%) [38, 39]. Gléwnym
metabolitem ceftiofuru jest defuryloceftiofur, o podobnej aktywnosci przeciwbakteryjnej,
metabolizowany do disiarczkow [40, 41].
Ponizej przedstawiono wskazania do stosowania ceftiofuru [37].
— Bydlo:
e choroby wuktadu oddechowego wywotlane przez Actinobacillus somnus,
Pasteurella multicoda, Pasteurella haemolytica
e stany zapalne skory, m.in. ropowica skory szpary migdzypaznokciowej
(zanokcica) spowodowane przez Bacteroides melaninogenicus, Fusobacterium
necrophorum
e leczenie bakteryjnych, poporodowych infekcji macicy, wywotanych przez
Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes, Fusobacterium necrophorum
— Trzoda chlewna
o infekcje uktadu oddechowego, spowodowane przez Streptococcus Ssuis,
Actinobacillus pluropneumoniae, Pasteurella multicoda, Escherichia coli,
Salmonella spp.
e stany zapalne blon surowiczych, sepsa, zapalenia wielostawowe (Streptococcus
suis)
— Konie
e infekcje ukladu oddechowego wywotane przez Streptococcus zooepidemicus,
Streptococcus equis
e leczenie septycznych stanow zapalnych stawow, poprzez lokalne wstrzyknigcia
[38]
— Drob
e u jednodniowych kurczat, w infekcjach wywotanych przez Escherichia coli,

Staphylococcus aureus
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W Polsce ceftiofur jest dopuszczony do obrotu w podanych ponizej formulacjach [42],
jako podania podskdrne lub domigsniowe:
e w postaci chlorowodorku, jako zawiesina do wstrzykiwan 50 mg/ml (Ceftiomax,
Ceftiocyl, Ceftiosan, Cevaxel RTU, Eficur Excenel RTU)
e w postaci soli sodowej, jako proszek do sporzadzania roztwordéw do wstrzykiwan

50 mg/ml (Cefur, Excenel Ceftiofur, Cevaxel)

Przyktadem nowych postaci leku sa liposomy [43] i mikrosfery [44], ktore
charakteryzuja si¢ przedtuzonym dziataniem, co przektada si¢ na poprawe i optymalizacje

leczenia, a w szczeg6lnosci zapalenia wymienia u bydta mlecznego.

2.4.2. Siarczan cefkwinomu
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Rycina 7. Siarczan cefwkinomu.

Cefkwinom nalezy do czwartej generacji cefalosporyn i przeznaczony jest tylko
do uzytku weterynaryjnego. Podobnie do cefalosporyn trzeciej generacji, zawiera
podstawnik aminotiazolowy i alkoksyiminowy w pozycji C7 cefemu, a ponadto
ugrupowanie amoniowe w pozycji C3. Warunkuje to duza aktywnos¢ wobec bakterii
Gram-ujemnych, oporno$¢ na B-laktamazy, a jego amfoteryczny charakter zapewnia
dobra przenikalno$¢ do przestrzeni periplazmatycznej komorki bakteryjnej [10].
Wykazuje dziatanie zarowno przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, jak i Gram-ujemnym,
w tym Pseudomonas aeruginosa, a takze Enterobacteriaceae wytwarzajacym
B-laktamazy typu AmpC [45]. Cefwkinom ulega stabemu wchtanianiu po podaniu
doustnym, natomiast po podaniu podskérnym lub domig$niowym wchtania si¢ dobrze
i szybko. Po podaniu dowymieniowym, niewielka ilos¢ leku, przedostaje si¢ do krazenia
ogolnego.

W nieznacznym stopniu ulega metabolizmowi, wydalany jest gtownie przez nerki [46].
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Cefwkinom stosowany jest w leczeniu infekcji trzody chlewnej i bydta. Ponizej

przedstawiono wskazania do stosowania cefkwinomu [47].

— Bydlo i cieleta:

pierwotne zakazenia ptuc i gornych drég oddechowych, wtorne infekcje przy
wirusowych zapaleniach ukladu oddechowego (w szczegdlnosci spowodowane
przez Pasteurella multicoda i Pasteurella heamolytica)

ostre stany zapalne gruczotu mlecznego (mastitis) oraz macicy (metritis)
wywotane przez Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes, Gram-dodatnie
beztlenowce [48]

infekcje skorne: zapalenie skory szpary migdzyracicowej, zakazna martwica
opuszki racicowej, ostra nekrobacilloza skory szpary migdzyracicowej

posocznice u cielat spowodowane przez Escherichia coli

— Trzoda chlewna:

pierwotne zakazenia ptuc i gornych drog oddechowych, wtérne infekcje przy
wirusowych zapaleniach uktadu oddechowego

zespot MMA: zapalenie gruczolu mlecznego (mastitis) - zapalenie macicy
(metritis) - bezmleczno$¢ (agalactiae)

u prosiat zmniejszenie Smiertelnosci przy zapaleniu opon modzgowych
spowodowanego przez Streptococcus suis

u prosiat w leczeniu infekcji skornych Staphylococcus hyicus, stanow zapalnych

stawOw przebiegajacych z udziatem Streptococcus spp., Escherichia coli

Ponadto cefkwinom jest lekiem rezerwowym w infekcjach dolnych drog

oddechowych u koni, wywolanych przez Streptococcus equis, Sterptococcus

zooepidemicus oraz w przypadku posocznicy u zrebiat (Escherichia coli), jako podanie

dozylne lub miejscowe w postaci aerozolu [49].

Cefkwinom w Polsce, dopuszczony jest do obrotu w podanych ponizej formulacjach

[46], jako podania dozylne, domig$niowe lub dowymieniowe:

w postaci siarczanu, jako zawiesina do wstrzykiwan 25 mg/ml (Cobactan),
75 mg/ml (Cobactan LA 7,5%)

W postaci siarczanu, jako proszek do sporzadzania roztworéw do wstrzykiwan
45 mg/ml (Cobactan 4,5%)

w postaci siarczanu, jako mas¢ dowymieniowa, turbostrzykawka (Cobactan
LC, Virbactan)
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Przeciwskazaniem do stosowania ceftiofuru i cefkwinomu jest nadwrazliwo$é
zwierzgeia na lek lub inne antybiotyki beta-laktamowe (nadwrazliwos¢ krzyzowa).
Nie nalezy stosowa¢ cefkwinomu u zwierzat o masie do 1,25 kg.

Okresy karencji po zastosowaniu powyzej opisanych antybiotykéw sa rdzne,
W zaleznosci od preparatu. Okreslone limity pozostalosci w bydlecych tkankach

jadalnych przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Dopuszczalne limity pozostatosci ceftiofuru [S0] i cefkwinomu [46] w tkankach
bydlecych

Ceftiofur [pg/kg] Cefkwinom [ug/kg] Tkanka
2000 200 Nerka
2000 100 Watroba
200 50 Tkanka mieSniowa
600 50 Tkanka thuszczowa
100 20 Mleko

2.5. Metody oceny jakosci antybiotykéw cefalosporynowych

Kazdy produkt leczniczy dopuszczony do obrotu, musi charakteryzowac¢ si¢ odpowiednia
jakoscia, $wiadczaca o jego skutecznosci dziatania 1 bezpieczenstwie stosowania. W tym
celu przeprowadzane sa badania potwierdzajace odpowiednie kryteria jakosci, takie jak:
tozsamos$¢, czysto$¢ chemiczna 1 mikrobiologiczna, trwato$¢, zawarto$¢ substancji
czynnej i substancji pokrewnych, atakze badania dotyczace biodostepnosci
1 biorownowaznosci. Oficjalnymi wydawnictwami, obowiazujacymi na danych
terytoriach sa farmakopee, zawierajace wymagania jakosciowe oraz metody badan dla
substancji 1 produktow leczniczych. Ponadto w literaturze naukowej istnieje wiele
publikacji dotyczacych badan bezpieczenstwa farmakoterapii u ludzi, zwierzat.

Ponadto, ze wzgledu na metabolizm jakiemu ulegaja leki, w organizmie zwierzgcia moga
powstawac toksyczne pochodne, ktore zgromadzone W tkankach,
a nastgpnie uwolnione w ukladzie pokarmowym konsumenta, przyczyniaja
si¢ do oddalonych w czasie skutkow, takich jak kancerogennos¢ czy mutagenno$¢. Z tego
powodu wyznaczono wartosci MRL (ang. maximum residue limits) okreslajace najwyzsze
dopuszczalne pozostatosci (NDP), limitujace poziomy lekéw w tkankach jadalnych
i mleku. Dodatkowo hodowcy zobowiazani sa przestrzega¢ okreslonych dla danego leku

okresow karencji [51]. Obecnie takze antybiotyki zawarte w paszach, moga by¢
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podawane jedynie jako pasze lecznicze, przy zachowaniu kontroli procesu ich produkcji

i trwato$ci [52].

2.5.1. Metody farmakopealne

Farmakopealne metody badania cefalosporyn stosowanych w weterynarii przedstawiono

w tabeli 5.

Tabela 5.

Farmakopelne metody HPLC badania cefalosporyn stosowanych w weterynarii [53]

Cefalosporyna

Parametry metody

Zastosowanie metody

Cefadroksyl
jednowodny

Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie ruchome;j
A iuzupehi¢ takim samym roztworem do 50,0 ml

Faza ruchoma A: roztwor buforowy fosforanowy o pH = 5,0
Faza ruchoma B: metanol

Eluacja gradientowa

Faza nieruchoma: kulisty zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,1 m x 4,6 mm; 5 pm

Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =220 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych

Roztwér badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie ruchomej
i uzupetni¢ faza ruchoma do 100,0 ml

Faza ruchoma: mieszanina acetonitryl:roztwor
diwodorofosforanu potasu (2,72 g/l), (4:96 V/V)

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,6 mm; 5 pm
Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =254 nm

Oznaczanie
zawartosci

Cefaklor

Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w 10,0 ml
roztworu diwodorofosforanu sodu (2,7 g/l) doprowadzonego
kwasem fosforowym do pH = 2,5

Faza ruchoma A: roztwor diwodorofosforanu sodu (7,8 g/l),
doprowadzony kwasem fosforowym do pH = 4,0

Faza ruchoma B: mieszanina acetonitryl:faza ruchoma A
(450:550 V/V)

Eluacja gradientowa

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi, zwiazany na koncu; 0,25 m X
4,6 mm; 5 pm

Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =220 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych

Roztwor badany: 15,0 mg substancji rozpusci¢ w roztworze fazy
ruchomej i uzupetni¢ takim samym roztworem do 50,0 ml

Faza ruchoma: do mieszaniny (780,0 ml wody, 10,0 ml
trietyloaminy i 1,0 g pentanosulfonianu sodu) doda¢ 220,0 ml
metanolu i doprowadzi¢ do pH = 2,5 kwasem fosforowym

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,6 mm; 5 um
Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min

Detekcja spektrofotometr UV A = 265 nm

Oznaczanie
zawartos$ci
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Cefaleksyna
jednowodna

Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie ruchomej
A iuzupehi¢ takim samym roztworem do 50,0 ml

Faza ruchoma A: roztwor buforowy fosforanowy o pH = 5,0
Faza ruchoma B: metanol

Eluacja gradientowa

Faza nieruchoma: kulisty zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,10 m x 4,6 mm; 5 pm
Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =220 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych

Roztwér badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w wodzie i
uzupeti¢ woda do 100,0 ml

Faza ruchoma: mieszanina metanol:acetonitryl:roztwor
diwodorofosforanu potasu (13,6 g/l):woda (2:5:10:83 V/IVIVIV)
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,6 mm; 5 pm
Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =254 nm

Oznaczanie
zawartos$ci

Cefalotyna
sodowa

Roztwor badany: 75,0 mg substancji rozpusci¢ w wodzie i
uzupetni¢ woda do 25,0 ml

Faza ruchoma A: mieszanina acetonitryl:roztwor
wodorofosforanu dipotasu (1,742 g/l) doprowadzony do pH 2,5
kwasem fosforowym (3:97 V/V)

Faza ruchoma B: mieszanina acetonitryl:roztwor
wodorofosforanu dipotasu (1,742 g/l) doprowadzony do pH 2,5
kwasem fosforowym (40:60 V/V)

Eluacja gradientowa

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi, zwiazany na koncu; 0,25 m x
4,6 mm; 5 pm; temperatura 40°C

Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =220 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych

Roztwor badany: 75,0 mg substancji rozpusci¢ w wodzie i
uzupehni¢ woda do 25,0 ml

Faza ruchoma: mieszanina acetonitryl:roztwor wodorofosforanu
dipotasu (6,967 g/l), doprowadzony do pH 6,0 kwasem
fosforowym, (14:86 V/IV)

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,6 mm; 5 pm
Szybkosé¢ przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A = 260 nm

Oznaczanie
zawartosSci

Cefapiryna
sodowa

Roztwor badany: 42,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie ruchomej
i uzupetni¢ takim samym roztworem do 200,0 ml.

Faza ruchoma: zmiesza¢ 80,0 ml dimetyloformamidu, 4,0 ml
lodowatego kwasu octowego i 20,0 ml 4,5 % (m/m) roztworu
wodorotlenku potasu i uzupetni¢ woda do 2000,0 ml.

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,3 m x 4,0 mm; 10 pm
Szybkos¢ przeptywu: 2,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A = 254 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych i
zawartosci
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Cefazolina

Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie ruchomej

Oznaczanie substancji

sodowa A i uzupetnié tym roztworem do 20,0 ml pokrewnych
Faza ruchoma A: roztwor zawierajacy 14,54 g/l
wodorofosforanu disodu i 3,53 g/l diwodorofosforanu potasu
Faza ruchoma B: acetonitryl do chromatografii
Eluacja gradientowa
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,0 mm; 3 pm;
temperatura 45°C
Szybkos¢ przeptywu: 1,2 ml/min
Detekcja: spektrofotometr UV A =254 nm
Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie ruchomej Oznaczanie
i uzupetnié¢ faza ruchoma do 50,0 ml zawarto$ci
Faza ruchoma: mieszanina acetonitryl:roztwor zawierajacy
wodorofosforanu disodu (2,77 g/l) i kwas cytrynowy (1,86 g/l)
(10:90 V/IV)
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,0 mm; 5 pm
Szybkos¢ przeptywu: 1,0ml/min
Detekcja: spektrofotometr UV A =270 nm
Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w roztworze A1 | Oznaczanie substancji
uzupetni¢ tym roztworem do 10,0 ml pokrewnych
Roztwér A: 20,0 ml roztworu wodorofosforanu dipotasu (34,8
g/l), doprowadzonego do pH = 6,8 kwasem fosforowym,
uzupetni¢ woda do 1000,0 ml
Faza ruchoma A: woda doprowadzona do pH = 2,7 bezwodnym
kwasem mrowkowym
Faza ruchoma B: acetonitryl
Eluacja gradientowa
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami fenylosililowymi; powierzchnia wiasciwa 300 m?/g;
wielko$¢ porow 7 nm; 0,25 m x 4,6 mm; 5 pm
Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min
Detekcja: spektrofotometr UV A =235 nm
Cefoksytyna | Roztwor badany: 25,0 mg substancji rozpusci¢ w wodzie i Oznaczanie
sodowa uzupehni¢ woda do 25,0 ml zawarto$ci
Faza ruchoma: mieszanina kwas octowy:acetonitryl:woda (1:
19: 81 VIVIV)
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,25 m x 4,6 mm; 5 pm
Szybkosé¢ przeptywu: 1,0 ml/min
Detekcja spektrofotometr UV A =254 nm
Cefoperazon | Roztwoér badany (a): 25,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie Oznaczanie substancji
sodowy ruchomej i uzupetni¢ takim samym roztworem do 250,0 ml pokrewnych i
Roztwor badany (b): 25,0 mg substancji rozpusci¢ w fazie zawartosci

ruchomej i uzupetni¢ takim samym roztworem do 50,0 ml

Faza ruchoma: mieszanina wody:acetonitrylu:kwasu octowego
(60,0 g/l):roztworu octanu trietyloamoniowego (14,0 ml
trietyloaminy, 5,7 ml lodowatego kwasu octowego i woda do
100,0 ml (884:110:3,5:2,5 VIVIVIV)

Faza nieruchoma: Zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi zwiazany na koncu; 0,15 m x 4,6
mm; 5 pm

Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =254 nm
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Cefotaksym
sodowy

Roztwor badany: 40,0 mg substancji rozpusci¢ w roztworze A i
uzupetnié¢ tym roztworem do 50,0 ml

Roztwor A: mieszanina faza ruchoma B:faza ruchoma A (14:86
VIV)

Faza ruchoma A: roztwoér wodorofosforanu disodu (7,1 g/1),
doprowadzony do pH = 6,25 kwasem fosforowym

Faza ruchoma B: metanol

Eluacja gradientowa

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,15 m x 3,9 mm; 5 pm;
temperatura 30°C

Szybkosé przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =235 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych i
zawartosci

Cefradyna

Roztwor badany: 0,3 g substancji rozpusci¢ w fazie ruchomej A
i uzupetié tym roztworem do 50,0 ml

Faza ruchoma A: roztwor diwodorofosforanu potasu (2,72 g/l),
doprowadzony do pH = 3,0 rozcieniczonym kwasem
fosforowym

Faza ruchoma B: metanol

Eluacja gradientowa

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,15 m x 4,6 mm; 5 pm;
temperatura 30°C

Szybkosé przeptywu: 1,0 ml/min

Detekcja: spektrofotometr UV A =220 nm

Oznaczanie substancji
pokrewnych

Roztwor badany: 50,0 mg substancji rozpusci¢ w roztworze
buforowym fosforanowym o pH = 5 i uzupehié¢ tym roztworem
do 100,0 ml

Faza ruchoma: mieszanina metanol:roztwor buforowy
fosforanowy o pH = 5,0 ( 25:75 V/IV)

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z
grupami oktadecylosililowymi; 0,1 m x 4,6 mm; 5 um
Szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min

Detekcja spektrofotometr UV A =254 nm

Oznaczanie
zawartos$ci

2.5.2. Metody niefarmakopealne

Badanie zywnosci pochodzenia zwierzgcego przebiega dwukierunkowo. Badania

kontrolno-inspekcyjne opieraja si¢ na ukierunkowanym badaniu prob, natomiast badania

przesiewowe, pozwalaja przekrojowo oceni¢ obecno$¢ pozostalosci antybiotykow

W losowych probach, dlatego powinny one by¢ tanie, charakteryzowaé si¢ wysoka

wydajnoscia 1

badawczych, ktére podzielono na kilka grup [54].

— Testy hamujace (mikrobiologiczne)

odpowiednia czuloécia. Dostgpnych jest wiele roznych technik
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Jednymi z najstarszych, lecz uzywanymi do tej pory metodami sa testy
mikrobiologicznego zahamowania. Charakteryzuja si¢ one wysoka wykrywalnoscia,
ale brakiem specyficznosci. Testy te skladaja si¢ z ampulek lub multi-mikroptytek
zawierajacych pozywki z zaszczepionym, wrazliwym na antybiotyk Szczepem bakterii
oraz zawieraja dodatek wskaznika pH lub red-oks. Po dodaniu badanej proby do testu
z ampuika, nastgpuje inkubacja, bakterie zaczynaja si¢ namnaza¢ i produkowac kwas,
ktéry zmienia pH $rodowiska reakcji i powoduje zmiang zabarwienia wskaznika. Brak
zmiany zabarwienia wskaznika §wiadczy o dodatnim wyniku proby, poniewaz obecny
w tkance czy mleku antybiotyk hamuje lub opoznia rozwoj bakterii. Tego typu testy
sa stosowane gtownie jako przesiewowe metody badania mleka, ale moga by¢
wykorzystane rowniez do okre$lenia pozostatosci w innych matrycach. Przyktadami
sa m.in. testy Copan Milk Test i1 Delvotest SP-NT, zawierajace bakterie
Stearothermophillus bacillus, a jako wskaznik purpur¢ bromokrezolowa, zmieniajaca
zabarwienie z purpurowej na zotta [52]. Test mikro-ptytek sktada si¢ z warstw agaru,
zawierajacego pozywke. Probe umieszcza si¢ w gornej warstwie lub w studzienkach,
a wzrost bakterii powoduje zmgtnienie agaru. Brak zmgtnienia §wiadczy o obecnos$ci

antybiotyku, bedacego inhibitorem wzrostu bakterii [55, 56].

— Testy enzymatyczne

Przykladem testu enzymatycznego jest test Penzym, ktory opiera si¢ na reakcji DD-
karboksypeptydazy z antybiotykami f-laktamowymi, z ktorymi tworzy trwaly kompleks
[57]. Wykonanie testu jest proste i polega na dodaniu probki mleka do probowki
z enzymem, nastgpnie inkubacji w temperaturze 47°C, gdzie zachodzi tworzenie
kompleksu enzym-antybiotyk. Po odpowiednim czasie dodaje si¢ tabletkg
Z odczynnikiem, ktory tworzy barwny kompleks z wolnym enzymem, a probe poddaje si¢
dalszej inkubacji. Test odczytuje si¢ wizualnie, poréwnujac zabarwienie z dotaczonym
do testu wzorcem barw. Brak zabarwienia lub jego mata intensywnos$¢ wskazuje
na obecno$¢ antybiotykow beta-laktamowych. Test ten jest bardziej czuly niz testy
Delvotest SP i test mikroptytek [58].

— Testy receptorowe

Testy maja najcze$ciej posta¢ paskéw testowych w odpowiednio wyprofilowanych
foliach, ze studzienka do ktorej wkrapla si¢ probke. Nastgpnie paski inkubuje sig
W termostacie, przez czas podany przez producenta. Odczytu dokonuje si¢ wizualnie,

poréwnujac wielko$¢ i intensywno$¢ linii kontrolnej i linii testowej. Zasada testu polega
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na tym, ze naniesiona do studzienki probka mleka dyfunduje w podtozu docierajac
do miejsca, w ktérym znajduja si¢ specyficzne receptory dla antybiotykéw beta-
laktamowych. Brak lub stabsze niz linia kontrolna zabarwienie linii testowej wskazuj¢
na obecnos$¢ pozostatosci antybiotyku. Tego typu testem oznacza si¢ czgsto probki mleka
[59-63], ale istnicja takze testy do oceny pozostalosci w takich matrycach jak: mleko,

sok, midd, migso wieprzowe lub woltowe, czy jaja [64].
— Metody immunochemiczne z zastosowaniem znacznika [65]

Testy te opieraja si¢ na reakcji antygen-przeciwciato. Aby oznaczy¢ obecno$¢ danej
substancji, nalezy wytworzy¢ odpowiednie przeciwciala przeciwko danemu antygenowi.
W tym celu uzywa si¢ zwierzat laboratoryjnych, takich jak myszy, kroliki czy §winki
morskie. Wytworzone przeciwciata moga posiada¢ charakter monoklonalny, identyczny
immunochemicznie, wowczas wiaza si¢ tylko z jednym miejscem (epitopem) danego
antygenu, lub poliklonalny, r6zny immunochemicznie, wiazac si¢ z wieloma epitopami
antygenu. Testami immunochemicznymi mozna wykry¢é pozostatosci leku, rzedu
pikogram-nanogram/ml. Testy dzieli si¢ na metody radioimmunologiczne (RIA),
immunoenzymatyczne (EIA), fluorescencyjne (FIA) oraz chemiluminescencyjne.
W oznaczaniu pozostatosci cefalosporyn, najczgsciej stosowane sa metody
immunoenzymatyczne, gdzie nastgpuje sprz¢ganie antygenu zenzymem, a pomiar
produktu tej reakcji jest miernikiem ilosciowym. Produkt jest najczgsciej barwny,
mierzony ilo$ciowo przy uzyciu metod spektroskopowych. Przyktadem jest badanie
pozostatosci w mleku pigciu cefalosporyn stosowanych u zwierzat z wykorzystaniem
monoklonalnych przeciwciat [66] lub poliklonalnych, jak w wypadku badania

pozostatosci cefkwinomu w mleku po leczeniu mastitis [67].

— Metody potwierdzajace przy wykorzystaniu technik  chromatograficznych

Z odpowiednio sprzezonym detektorem

Ze wzgledow finansowych i koniecznos$ci przeprowadzenia przez wykwalifikowany
personel, nie sa to metody stosowane w badaniach przesiewowych. Z technik
chromatograficznych wykorzystywane sa przede wszystkim metody z uzyciem
chromatografii cieczowej: HPLC i UPLC, najczeéciej sprzgzone z detektorem
fotodiodowym UV [68-75]. Podstawa kazdego badania jest odpowiednie przygotowanie
probki. Analiza chromatograficzna dostarcza nam nastgpujacych informacji: ilo§ciowe;j

(pole powierzchni, wysokos$¢ piku), jakosciowej (czas retencji). Jednakze wielkosSci
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te zaleza od rodzaju fazy, temperatury pomiaru i ulegaja zmianie wraz z nimi, co moze
powodowa¢ problemy analityczne, szczegdlnie w przypadkach badania pozostatosci
antybiotykow w tkankach, gdy nie mozemy dopasowac czaséw retencji lub piki naktadaja
si¢ na siebie. Dlatego coraz wigksze zastosowanie maja techniki laczone. Przykladem
sa badania pozostatosci cefalosporyn metoda chromatografii cieczowej, potaczonej
ze spektrometrig mas (LC - MS) [76]. Spektrometria mas jest metoda okreslania stosunku
masy do tadunku czasteczek natadowanych elektrycznie (m/z), dostarcza informacji
o masie czasteczkowej i strukturze zwiazku, pozwala na jego szybka identyfikacjg [77].
Podstawowy schemat budowy spektrometru mas obejmuje: uktad wprowadzenia probki,
komorg jonizacyjna, analizator jonow, detektor jondéw i rejestrator. Waznym elementem
jest komora jonizacyjna, gdyz w niej dochodzi do jonizacji i fragmentaryzacji badanych
czasteczek. Najczgsciej uzywana metoda jonizacji jest elektrorozpylanie (ang.
Electrospray, ESI), gdzie ciecz z badana substancja rozpylana jest z igly, do ktorej
przylozono wysokie napigcie. Coraz czgsciej spotyka si¢ uktady zbudowane
z chromatografii cieczowej potaczonej z dwoma spektrometrami mas (LC-MS/MS).
Pierwszy spektrofotometr rozdziela fragmenty jondéw, pod wzgledem stosunku m/z
1 przekazuje je do drugiego, ktoéry odpowiada za ich identyfikacje. Uklad ten jest
okre§lany mianem tandemowej spektrometrii mas [78]. Za pomoca tych metod mozna

bada¢ zaréwno probki pochodzace z mleka, jak i innych tkanek zwierzecych [68, 78-80].
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2.6. Stan badan trwato$ci wybranych alkoksyimonocefalosporyn

2.6.1. W roztworach wodnych

Badania kinetyczne reakcji hydrolizy wybranych alkoksyiminocefalosporyn obejmowaty

wyznaczenie:

= obserwowanych statych szybkosci reakcji rozktadu w zakresie pH 0,42 — 12,70
= wplywu rodzaju i stezenia buforu na szybko$¢ reakcji hydrolizy

= wartosci kpn okre$lajacych wlaSciwa katalizg kwasowo-zasadowa

= katalitycznych statych szybkosci poszczegolnych reakcji czastkowych

= profilu log k =
Kinetycznym

f(pH) 1 opisanie tej zaleznosci odpowiednim roéwnaniem

= parametrow termodynamicznych reakcji czastkowych

= wplywu soli obojetnych na szybko$¢ hydrolizy.

Ponizej przedstawiono ogolna i wlasciwa katalizg kwasowo-zasadowa wybranych

alkoksyiminocefalosporyn.

Badana cefalosporyna

Wyniki badan

Ceftriakson w postaci soli disodowej [81]

0]

OH
COOH N7
{
N
N)YS)\T/
s CH,

CH
Now
N /JLm/N'
HZN—(S] i

Efekt katalityczny — bufor fosforanowy i boranowy
Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa;

*= hydroliza czasteczek protonowanych katalizowana

jonami wodorowymi

=  hydroliza spontaniczna pod wplywem wody czasteczek
protonowanych, jondéw obojnaczych oraz mono- i
dianionow

Cefuroksym w postaci soli sodowej [82]

COOH

CH, o
0 o
N/ N)i/\o)kNHz
H
(0] N- s
Y
(6]

Efekt katalityczny — sktadniki buforu fosforanowego

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa ugrupowania

B-laktamowego:

= hydroliza niezdysocjowanych czasteczek katalizowana
jonami wodorowymi

=  hydroliza spontaniczna pod wplywem wody czasteczek
niezdysocjowanych i zdysocjowanych

Wiaséciwa kwasowo-zasadowa

karbamoilooksymetylowego:

kataliza ugrupowania

=  hydroliza spontaniczna pod wplywem wody zalezna od
fadunku substratu

Ceftazydym pieciowodny [83]

H,C.__ COOH
H,C COOH
pa +
'\]\:N X ONA
N H )j/\O
N )H(N' s N
HZN—(SJ 0

Efekt Katalityczny — sktadniki buforu fosforanowego i
octanowego

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa:

= hydroliza katalizowana jonami wodorowymi

= hydroliza katalizowana jonami wodorotlenowymi

= hydroliza spontaniczna pod wptywem wody zalezna od
fadunku substratu
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Cefoseliny siarczan [84]

OH

Efekt katalityczny — sktadniki
fosforanowego

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa:

buforu octanowego i

N NN . .
i | )—NH, = hydroliza  spontaniczna pod  wplywem  wody
N 2 .
HN—C | L) protonowanych czasteczek, jonéw obojnaczych oraz
S © H,80; monoaniondéw cefoseliny
Chlorowodorek cefetametu piwoksylu

[85]

CH,
CH,
CH,

Efekt Kkatalityczny — sktadniki buforu fosforanowego i
octanowego

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa:

Cli - - - R .
s = hydroliza katalizowana jonami wodorowymi

o
Y~
(0] (0]

/6 CH

N EN%/ ’ = hydroliza katalizowana jonami wodorotlenowymi
N N- S

H,N— ﬁ

S

=  hydroliza spontaniczna pod wplywem wody

2.6.2. W fazie stalej

W badaniach trwatosci alkoksyiminocefalosporyn w fazie statej okreslono kinetyczny
mechanizm rozktadu, wyznaczono obserwowane state szybkos$ci rozktadu w warunkach

podwyzszonej temperatury 1 podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza,

a w przypadku reakcji odwracalnych — takze state szybkosci rozktadu reakcji wprost
1 odwrotnej. W kazdym przypadku wptyw temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza
opisano odpowiednim rOéwnaniem kinetycznym oraz

wyznaczono parametry

termodynamiczne reakcji rozktadu.

Rozktad cefalosporyn, w zalezno$ci od rodzaju pochodnej, sktadu preparatu i
warunkow przechowywania (temperatura, RH), zachodzit zgodnie
Z rOwnaniem:
= reakcji pierwszego rzedu

[A] L» produkty

Inci=Incy- k-t

= odwracalnej reakcji pierwszego rzedu

A —substrat; B — produkty
In (ci—Ce) =In (Co—cCe) - K-t
k = ki + kp; ko = k/(1 + K); ky = k — ky; stata rownowagi K = (co — Ce)/Ce

2. Czes¢ teoretyczna
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= reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu lub odwracalnej reakcji autokatalitycznej

pierwszego rz¢du

[A] L» produkty

Inc/(co—c)=-yt+c;-y=k

Ponizej przedstawiono zestawienie modelu zachodzacych reakcji w zaleznos$ci od rodzaju

pochodnej, postaci substancji (krystaliczna, amorficzna), rodzaju preparatu i warunkow

badania.

Badana cefalosporyna

Wyniki badan

Cefuroksym aksetyl -
i amorficzna [86-88]

forma krystaliczna

Forma krystaliczna

= W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci  wzglednej powietrza —  rozkiad
w wyniku reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu.

* W podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% —
rozkltad wedlug rownania odwracalnej reakcji
pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu.

Forma amorficzna

* W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci  wzglednej powietrza — rozktad
w wyniku odwracalnej reakcji autokatalitycznej
pierwszego rzgdu wzgledem stezenia substratu.

= W podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% —
rozktad wedlug rownania odwracalnej reakcji
pierwszego rzgdu wzgledem stezenia substratu.

Tabletki Bioracef i Zinnat - w podwyzszonej

temperaturze, przy RH = 76% - rozktad wedlug

robwnania  odwracalnej  reakcji  autokatalitycznej
pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu.

Zinnat — granulat do sporzqdzania zawiesiny —
w podwyzszonej temperaturze, przy RH = 76% -
rozklad wedlug roéwnania reakcji pierwszego rzedu
wzgledem stgZenia substratu.

Cefuroksym w postaci soli sodowej [89]

* W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotno$ci wzglednej powietrza oraz przy RH = 0%

g"'3 COOH ¢ — rozklad wedtug réwnania reakcji autokatalitycznej
5 NN OJ\NHZ pierwszego rzgdu wzglgdem stgzenia substratu.
o N- .
-
o)
Chlorowodorek  cefetametu  piwoksylu i | Chlorowodorek cefetametu piwoksylu

cefetamet piwoksyl [90]

= W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci  wzglednej powietrza — rozklad
w wyniku reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu.

= W podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% —
rozktad wedtug rownania reakcji pierwszego rzedu
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cns

CH3

Nn%

HZN—</
, HCI

wzgledem stgzenia substratu.
Cefetamet piwoksyl

= W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci  wzglednej powietrza — rozklad w
wyniku reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu
wzgledem st¢zenia substratu.

* W podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% —
rozktad wedlug rownania odwracalnej reakcji
pierwszego rzgdu wzgledem stgzenia substratu.

Ceftazydym pigciowodny [91]

COOH
COOH

& Cae

HZN—</

Ceftazydym w preparacie CEFTIM i BIOTUM

= W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej powietrza oraz przy RH = 0%
— rozktad wedtug réwnania reakcji pierwszego rzedu
wzgledem st¢zenia substratu.

Ceftriakson w postaci soli disodowej [92]

o

OH
COOH )J\r

AN

" ﬁ I,

Ceftriakson w BIOTRIAKSON

i TARTRIAKSON

= W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej powietrza — rozklad wedtug
réwnania reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu
wzgledem st¢zenia substratu.

preparacie

= W podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% —
rozktad wedlug réwnania reakcji pierwszego rzedu
wzgledem st¢zenia substratu.

Cefodyzym w postaci soli disodowej [93]

CH, O
OH

0__OH
o
0
N NN
N Niw: ¢
HN— | Jonw
S

Cefodyzym - liofilizowana substancja do iniekcji
MODIVID

* W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej powietrza — rozklad wedtug
roOwnania reakcji pierwszego rzedu wzgledem
stezenia substratu.

* W podwyzszonej temperaturze, przy RH = 0% -
rozktad wedlug odwracalnej reakcji pierwszego
rzedu.

Cefepimu dichlorowodorek jednowodny [94]

HZN—<

Cefepimu dichlorowodorek w preparacie MAXIPIME

* W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej powietrza oraz
w podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% —
rozktad wedlug réwnania reakcji pierwszego rzedu
wzgledem st¢zenia substratu.

= W podwyzszonej temperaturze, przy podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej powietrza oraz
w podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% -
rozktad wedtug rownania reakcji pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu.
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3. CEL PRACY

Jednym z podstawowych elementéw kompleksowej oceny substancji leczniczych, sa
badania ich trwato$ci, opisane odpowiednimi przepisami. Celem mojej pracy byta ocena
trwato$ci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu ceftkwinomu, cefalosporyn do uzytku
weterynaryjnego, w roztworach wodnych, obejmujaca trwato§¢ w roztworach
0 standaryzowanym pH oraz roztwory powszechnie stosowanych rozpuszczalnikow do
iniekcji. Dodatkowo wykonano badania trwatosci tych substancji w fazie statej. Oceng
zmian st¢zenia badanych zwiazkow wykonano stosujac metode wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz, z detekcja UV.

Do zrealizowania zatozen celu pracy niezbgdne byto:

opracowanie metod oznaczania, pozwalajacych na obserwacj¢ zmian stezenia
substratu w obecnosci produktéw jego rozktadu
- przeprowadzenie walidacji metod, obejmujacej selektywno$¢, liniowo$¢, precyzjg,
wyznaczenie granicy wykrywalnosci 1 oznaczalnosci
- wykonanie badan kinetycznych, obejmujacych ogdlna i wlasciwa kataliz¢ kwasowo-
zasadowa
e wplyw stezenia jonow wodorowych
e wplyw rodzaju i stezenia sktadnikoéw buforow
- zinterpretowanie:
e o0golnej i whasciwej katalizy kwasowo-zasadowej i wyznaczenie katalitycznych
statych szybkosci reakcji czastkowych
- okreslenie trwatosci ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w powszechnie
stosowanych rozpuszczalnikach do iniekcji

- okreslenie trwatosci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cefkwinomu w fazie statej
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

COOH

4.1. Substancje do badan M H/T %

Ceftiofur sodowy (MOLEKULA, Shaftesbury, Wielka

Brytania), biaty, krystaliczny proszek, rozpuszczalny

M
OCH;

w wodzie, dos¢ trudno rozpuszczalny
w  1,3-propanodiolu i trudno rozpuszczalny
w 1,2-propanodiolu.

Siarczan cefkwinomu (Bepharm Ltd. Chiny) biaty, - P

- - N \
krystaliczny proszek, rozpuszczalny w wodzie, trudno NHH:T
rozpuszczalny w etanolu, praktycznie ocn, ol o

nierozpuszczalny w eterze dietylowym i chloroformie.

4.2. Odczynniki

- Acetonitryl, chromatograficznie czysty; POCH Gliwice

- Kwas borowy, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Kwas fosforowy(V), 85% cz.d.a.; POCH Gliwice

- Kwas solny, odwazka analityczna; POCH Gliwice

- Disodu wodorofosforan, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Sodu chlorek; POCH Gliwice

- Sodu wodorotlenek, odwazka analityczna; POCH Gliwice

- Woda demineralizowana z aparatu do demineralizacji USF T — 801965/8903
- Roztwory ptynéw infuzyjnych (Tabela 6)




Tabela 6. Roztwory ptyndéw infuzyjnych

Rodzaj roztworu Producent Objetosé [ml]
Aqua pro injectione Polpharma 5
0,9% Natrium Chloratum pro injectione Polpharma 5
5% Glucosum Baxter Terpol 250
10% Glucosum Baxter Terpol 250
20% Glucosum Baxter Terpol 250
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (1:1) Fresenius Kabi 250
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (2:1) Fresenius Kabi 250
Solutio Ringeri Baxter Terpol 250
Solutio Ringeri Lactate Fresenius Kabi 500
Plyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny Fresenius Kabi 250
Plyn pediatryczny wyréwnawczy Baxter Terpol 250

4.3. Aparatura i sprz¢t pomiarowy

Wysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC Shimadzu SPD-20A Prominence

UVIVIS

- Waga analityczna Stratorius BP210S

- pH-metr Mettler Toledo Seven Compact pH/ion S220

- Aparat do demineralizacji wody USF T+801965/8903, kolumna jonowymienna
Seradest USF800 z wegzem potaczeniowym, komora pomiarowa, konduktorem
diodowym LSM i dystrybutorem

- Ultratermostat Fisherbrand FBH-612

- Titrator Mettler-Toledo DL 50 wyposazony w szklang potaczona elektrode Mettler-
Toledo DG 111 SC

- Mieszadlo REAX top 451

- Lodowka z zamrazalnikiem Polar tym TS136U wersja 638

- Iglty Micropoint 1,6 x 40 mm MIFAM S.A. Milandéwek, Polska

- Strzykawki 10 ml Romed, Holandia

- Stoper

- Pakiet oprogramowania MS Office
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- Program ChemDraw

4.4,
i siarczanu cefkwinomu

Metody analityczne stosowane w ocenie trwatosci ceftiofuru sodowego

Do oznaczania zmian stgzenia ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cefkwinomu

zastosowano metod¢ HPLC. Metoda do oceny trwatosci ceftiofuru sodowego zostata

opracowana przez M. J. Souza i wsp. [96], a nastepnie zmodyfikowana i zwalidowana

w Katedrze i Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego im.

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu [97]. W przypadku siarczanu cefkwinomu,

prametry rozdzielenia zostaly opracowane w Katedrze i

Farmaceutycznej (Tabela 7).

Tabela 7. Metody analityczne i ich walidacja

Zakladzie Chemii

Metoda HPLC do oceny trwatosci ceftiofuru
sodowego w roztworach wodnych i fazie statej

Metoda HPLC do oceny trwatosci siarczanu
cefkwinomu w roztworach wodnych i fazie statej

Parametry rozdzielenia:

. Kolumna LiChroCART (5 um), 250 mm x 4 mm
(i.d.), Merck KgA, Darmstadt Niemcy

. Faza ruchoma: 0,02 mol/I bufor fosforanowy (pH
6,0) — acetonitryl (78:22 V/V)

« Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

« Dlugosc fali detektora UV: 292 nm

. Temperatura kolumny: 303 K

Parametry rozdzielenia:

. Kolumna LiChroCART (5 um), 125 mm x 4 mm
(i.d.), Merck Darmstadt, Niemcy
Faza ruchoma: 0,02 mol/l bufor fosforanowy(pH
7,0) — acetonitryl (90:10 V/V)

«  Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

« Dhugosc¢ fali detektora UV: 268 nm

. Temperatura kolumny: 303 K

Selektywnos¢

Faza stata

Probke substancji badanej o masie 5,0 mg (probki poddane rozktadowi ochtodzono do temperatury
pokojowej), rozpuszczono w wodzie i przenoszono ilo§ciowo do kolby miarowej, a nastgpnie uzupetniono

woda do 25,0 ml (roztwor A).

Roztwory

Roztwory o odpowiednich wartos$ciach pH i sile jonowej 0,50 mol/l termostatowano, a nastgpnie dodawano
roztwor cceftiofuru sodowego lub siarczanu cefkwinomu w wodzie, stgzenie badanych roztworéw wynosito

0,2 mg/ml.

W przedziale czasu 0 — 8 min na chromatogramach
obserwowano piki substancji badanej i produktow
rozktadu (Rycina 8).

W  przedziale czasu O — 20 minut na
chromatogramach obserwowano piki  substancji
badanej i produktow rozktadu (Rycina 9).

Precyzja

W celu okreslenia precyzji metody, wykonano po
sze$¢ oznaczen probek zawierajacych: 0,16 mg/ml;
0,20 mg/ml; 0,24 mg/ml substancji badanej (ceftiofur
sodowy). Wyniki oznaczen oraz ich statystyczne
opracowanie przedstawiono w tabelach 8-9.

W celu okreslenia precyzji metody oznaczania
siarczanu cefkwinomu wykonano po sze$¢ oznaczen
probek zawierajacych 0,20 mg/ml substancji
badanej. Wyniki oznaczen oraz ich statystyczne
opracowanie przedstawiono w tabeli 10.
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Metoda HPLC do oceny trwatosci ceftiofuru
sodowego w roztworach wodnych i fazie statej

Metoda HPLC do oceny trwato$ci siarczanu
cefkwinomu w roztworach wodnych i fazie stalej

Roztwory i wykonanie oznaczenia

Roztwory substancji badanej. Odwazono 16,0 mg,
200 mg i 24,0 mg ceftiofuru sodowego,
rozpuszczono w wodzie i uzupelniono woda do
100,0 ml (roztwér Al = 0,16 mg/ml, roztwor A2 =
0,20 mg/ml, roztwor A3 = 0,24 mg/ml).

Wykonanie oznaczenia.

Wykonanie oznaczenia:

Roztwory substancji badanej. Odwazono doktadnie
20,0 mg substancji badanej, rozpuszczono w wodzie
i uzupetniono woda do 100,0 ml (roztwor A).

Wykonanie oznaczenia. Na kolumne wprowadzano
po 50,0 pl roztwordéw i zarejestrowano

Na kolumng wprowadzano po 50 pl roztworéw Al- chromatogramy.
A3 i zarejestrowano chromatogramy.
Liniowos$¢
Zalezno$¢ P; = f(c) dla ceftiofuru sodowego | Zaleznos¢ P; = f(c) dla siarczanu cefkwinomu

wyznaczono w wodzie. Przygotowano 10 roztworéw
o stezeniu od 0,04 mg/ml do 0,30 mg/ml.

Roztwory i wykonanie oznaczenia

Odwazono 10,0 mg ceftiofuru  sodowego,
rozpuszczono w 10,0 ml wody (roztwor A).
Sporzadzono 10 kolejnych stezen roztwordw

ceftiofuru sodowego, a nast¢pnie nanoszono na
kolumng po 50 pl w/w roztwordw i zarejestrowano
chromatogramy.

Wykonano wykres zaleznoéci Pi= f(c) (Tabela 11,
Rycina 10)

gdzie:
Pi— pole powierzchni piku ceftiofuru sodowego,
¢ — stezenie ceftiofuru sodowego

wyznaczono w wodzie. Przygotowano 10 roztworow
o stezeniu od 0,04 do 0,30 mg/ml.

Roztwory i wykonanie oznaczenia

Odwazono 5,0 mg substancji badanej, rozpuszczono
w wodzie i uzupeliono woda do 10,0 ml (roztwoér
A). Sporzadzono 10 kolejnych stezen roztwordw
siarczanu cefkwinomu, a nast¢pnie nanoszono na
kolumng po 50,0 pl uzyskanych roztworéw
i zarejestrowano chromatogramy.

Wykonano wykres zaleznoéci P; = f(c) (Tabela 12,
Rycina 11)

gdzie:
Pi— pole powierzchni piku siarczanu cefkwionomu,
C — stezenie siarczanu cefkwionomu

Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Za granicg¢ wykrywalno$ci (DL) przyjeto: DL =

Za granicg oznaczalnosci (

3-S

y

a

QL) przyj¢to: QL = !

Granica wykrywalnos$ci: 1,14 ng ceftiofuru
sodowego

Granica oznaczalnosci: 3,46 pg ceftiofuru sodowego

Granica wykrywalno$ci: 14,02 pg siarczanu
cefkwinomu

Granica oznaczalnos$ci: 42,50 pg siarczanu
cefkwinomu

Zakres i czulos¢ metody

Okreslony zostat zakres, czyli przedziat migdzy najwyzszym i najnizszym poziomem zawartosci oznaczonej
substancji, przy ktorym oznaczanie prowadzone jest z odpowiednia precyzja i liniowoscia

Dla zastosowanych warunkoéw rozdzielenia zakres
ten wynosi od 0,04 mg/ml do 0,30 mg/ml._Miara
czutoéci metody jest nachylenie krzywej y = ax
(a=(3,50+0,17) x 10", r = 0,9982; (Rycina 10).

Dla zastosowanych warunkow rozdzielenia zakres
ten wynosi od 0,04 mg/ml do 0,3 mg/ml. Miara
czuto$ci metody jest nachylenie krzywej y = ax
(a=(7,65+0,26) x 10"; r = 0,9988; Rycina 11).
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Selektywnos¢ metody

2
[ o]

Rycina 8. Chromatogram HPLC ceftiofuru sodowego a) proba zerowa b) poddanego dziataniu 0,01 mol/l NaOH;
t =20 min (1 — produkty rozktadu substancji badanej, 2 — ceftiofur sodowy).

250 20
w " o1

Rycina 9. Chromatogram HPLC siarczanu cefkwinomu a) proba zerowa b) poddanego dziataniu 0,1 mol/l NaOH;
t=5min (1, 3 — produkty rozktadu substancji badanej, 2 — siarczan cefkwinomu).

Precyzja metody

Tabela 8. Wyniki oznaczania roztworéw Al, A2 i A3 ceftiofuru sodowego do wyznaczenia precyzji metody

0,16 mg/ml 0,20 mg/ml 0,24 mg/ml

6831263 8654170

5347551

5402936 6666071 8569949

5460251 6942249 8655467

5607095 6983250 8683704

5374121 6908576 8502182

5570609 6967191 8730073
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Tabela 9.  Statystyczne opracowanie wynikow wyznaczania precyzji metody HPLC dla ceftiofuru sodowego

Parametr Roztwor A Roztwor A, Roztwor Aj
Warto$¢ srednia (Pg,) 5460427 6883100 8632591
Wariancja (s%) 1,14 x 10* 1,42 x 10% 0,75 x 10%
Odchylenie standardowe 106908 119195 82504
pojedynczego wyniku (s)
Wzgledne odchylenie standardowe 43645 48661 33682
Sy
Wspotczynnik zmiennosci W,[%6] 1,96 1,73 0,95

Tabela 10. Wyniki oznaczania siarczanu cefkwinomu oraz parametry statystyczne wyznaczenia precyzji metody

Lp. Pi Parametry statystyczne
CF
1. 5124376 Warto$¢ srednia P; 5055136
i in o2 10
2. 5012976 Wariancja s 0,26 x 10
Odchylenie standardowe
3. 5013241 pojedynczego wyniku s 51276
4. 5060719 Wzgledne odchylenie standardowe s, 20933
, . . . 0
5 5108462 Wspolczynnik zmiennosci W, [%] 1,01

Liniowos¢ metody

Tabela11.  Zaleznos¢ P; = f(c) ceftiofuru sodowego oraz ocena statystyczna prostychy = ax + b iy = ax

Ocena statystyczna prostych

Lp. ¢ [mg/mil] P;

y=ax+b y =ax
1. 0,04 1306223 a=(3,64+0,17) x 10’ a=(3,5+0,17) x 10
2. 0,06 2153184 b=(-1,0+2.8)x 10° r=0,9982
3. 0,08 2941699 r=0,9982 Sa=72x10°
4. 0,10 3465436 t, =-0,85 S,=1,7x10°
5. 0,12 4405931 S.=7,6 x10°
6. 0,14 5116902 Sp=1,2x%10°
7. 0,16 5347551 S,=1,8x 10°
8. 0,20 6942249
9. 0,24 8655467
10. 0,30 10984891
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Rycina 10.  Zalezno$¢ P; = f(c) dla ceftiofuru sodowego.

Tabela 12. Zaleznoé¢ P; = f(c) siarczanu cefkwinomu oraz ocena statystyczna prostych
y=ax+biy=ax

Ocena statystyczna prostych

Lp. ¢ [mg/ml] Pi
y=ax+b y =ax

1. 0,04 3024105 a=(7,64+0,28)x 10’ a=(7,65+0,26) x 10’
2. 0,06 4535621 b = (2,36 +4,60) x 10* r=0,9988
3. 0,08 6147412 r=0,9988 S,=1,23 x10°
4. 0,10 7559250 t, = 0,11 S, =3,06 x 10°
5. 0,12 9271100 S,=1,31x10°
6. 0,14 10582952 S,=2,14 x 10°
7. 0,16 12125074 S, =3,25x% 10°
8. 0,20 16124728
0. 0,24 18154374
10. 0,30 22684101

30000000

>
20000000 1
~ //
10000000 r/'*‘/
0’/
0
0 005 01 015 02 025 03 0,35
¢ [mg/ml]

Rycina11.  Zalezno$¢ P; = f(c) dla siarczanu cefkwinomu.
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4.5.  Wyznaczanie wartosci pK, siarczanu cefkwinomu metoda miareczkowania
potencjometrycznego

Pomiary pH wykonano przy uzyciu aparatu Mettler-Toledo DL 50 wyposazonego w szklana,
potaczong electrod¢ Mettler-Toledo DG 111 SC. Kalibracj¢ aparatu wykonano przy uzyciu
wzorcowych roztworéw buforowych o pH 4,01, 7,00 i 9,21 (Hamilton, Switzerland).
Standardowy potencjal, nachylenie i punkt zerowy elektrody zostalty ustalone zgodnie
z instrukcja obstugi elektrody. Roztwory NaOH (0,1 mol/l) i HCl (0,1 mol/l) zostaly
ujednolicone  na  standaryzowanym  wodoroftalanie  potasu  (Merck,  Germany)
I tris(hydroksymetylo)-aminometanie (Merck, Germany). Dejonizowana wodg otrzymano
poprzez przepuszczenie destylowanej wody przez system oczyszczania wody Millipore
Simplicity UV (Waters Corporation, USA).

Roztwor siarczanu cefkwinomu przygotowano poprzez rozpuszczenie 0,120 g substancji
w 40,0 ml dejonizowanej wody. Probki miareczkowano roztworem wodorotlenku sodu
(0,1 mol/l). Miareczkowanie wykonano w zakresie pH od 2,7 do 11,5 przy stalej sile jonowej
(n = 0,1 mol/l NaCl), w atmosferze azotu, w temperaturze 295 K.

Wykonano seri¢ trzech miareczkowan potencjometrycznych, a do wyznaczenia wartosci pKa
wykorzystano metod¢ najmniejszych kwadratow Hyperquad [98]. Wyznaczono trzy stale
dysocjacji, odpowiadajace odpowiednio:

o pKji — grupy karboksylowej = 2,7525 + 0,0162

e pKa2 — grupy aminowej w podstawniku tiazolowym= 3,7521 + 0,0278

e pKj3 — czwartorzedowej grupy amoniowej = 7,5410 £ 0,0410

4.6. Ocena trwatosci ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu
w roztworach wodnych

4.6.1. Warunki badan kinetycznych

Trwatos¢ ceftiofuru sodowego w roztworach wodnych badano w temperaturze 323 K, w zakresie
pH od 0,44 — 10,07, natomiast w zakresie pH 11,94 — 13,34 (roztwory wodorotlenku sodu)
obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu wyznaczono w temperaturze 288 K, 293 K i 298
K, a nastgpnie uzyskane wyniki ekstrapolowano do temperatury 323 K.

Badania trwato$ci siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych prowadzono
w temperaturze 343 K, w zakresie pH od 0,45 — 10,48. W zakresie pH 12,15 — 13,54 (roztwory

wodorotlenku sodu) obserwowane state szybkos$ci reakcji rozktadu wyznaczono w temperaturze
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298 K, 303 K, 308 K i 313 K, a nastepnie uzyskane wyniki ekstrapolowano do temperatury
343 K.

Odpowiednie warto$ci pH uzyskano stosujac nastgpujace roztwory buforowe:

- kwas solny o stgzeniu 0,05 mol/l do 0,5 mol/l, pH 0,44-1,39

- bufor fosforanowy (H3sPO,4 + KH,PO,); pH 1,54 — 2,95

- bufor octanowy (CH3COOH + CH3COONa); pH 3,65-5,48 (ceftiofur sodowy); pH 3,66-
5,47 (siarczan cefkwinomu)

- bufor fosforanowy (H,P0O; + HPOZ™); pH 5,84 — 7,25 (ceftiofur sodowy); pH 5,76-6,82
(siarczan cefkwinomu)

- bufor boranowy (NaBO, + H3BOs3); pH 7,49 — 10,07 (ceftiofur sodowy); pH 7,52-10,48
(siarczan cefkwinomu)

- roztwor wodorotlenku sodu o stezeniu od 0,01mol/l do 0,2 mol/l; pH 11,94 — 13,57.

Site jonowa roztworéow doprowadzano do statej wartosci 0,50 mol/l przy uzyciu roztworu
chlorku sodu o stgzeniu 4,0 mol/l. Wartosci pH roztworéw buforowych mierzono
w temperaturze reakcji, a w przypadku roztworéw kwasu solnego i wodorotlenku sodu, warto$ci
pH obliczono z odpowiednich roéwnan:

pH = -log fuc [HCI]

pH = pKw + l0g fnaon
Warto$ci wspotczynnikoéw aktywnosci (fuc | fnaon) zaczerpnigto z pismiennictwa, lub otrzymano
poprzez interpolacj¢ danych literaturowych [99].
Roztwory buforowe (24,0 ml) o okreslonej wartosci pH, termostatowano w odpowiedniej
temperaturze. Po ogrzaniu roztworu do temperatury badania, dodawano 1,0 ml roztworu
substancji badanej (ceftiofuru sodowego lub siarczanu cefkwinomu) o stgzeniu 5 mg/ml
i mieszano.

W okreslonych odstgpach czasu, zaleznych od szybkosci rozktadu, pobierano
1,0 ml analizowanego roztworu, ktory natychmiast chlodzono w wodzie z lodem. Roztwory
o pH powyzej 8, doprowadzano do pH ok. 2 kwasem solnym o odpowiednim stgzeniu.
Na kolumng chromatograficzna wprowadzano 50 pl roztworu i rejestrowano piki substancji

badanej i produktow rozktadu.
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4.6.2. Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu

Obserwowane state szybkosci reakcji rozkladu ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu
w roztworach wodnych wyznaczono metoda HPLC z detekcja UV (Rozdziat 4.4). Interpretacje
zmian st¢zenia substratu jako funkcj¢ czasu przeprowadzono wykorzystujac pole powierzchni
piku ceftiofuru sodowego lub siarczanu cefkwinomu. Potlogarytmiczne wykresy P; = f(t) dla obu

zwiazkOw sa opisane rownaniem reakcji pseudopierwszego rzedu:

gdzie:

Po i P; — pole powierzchni piku substratu w czasie t = 0 i t;
Kops — Obserwowana stata szybkosci reakcji

t—czas

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci P; = f(t) sa prostoliniowe, a ich nachylenie jest miara
szybkosci reakcji rozktadu ze znakiem ujemnym (-Kgps).

Do interpretacji w/w wykreséw, obliczono metoda najmniejszych kwadratoéw nastgpujace
parametry rownania y = ax + b: a + 4a, b + 4b, bledy standardowe S,, Sp, Sy oraz wspodtczynnik
korelacji liniowej r. Wartosci = Aa i + 4b obliczono dla f = n - 2 stopni swobody i a = 0,05.
Obliczenia przeprowadzono z uzyciem arkusza kalkulacyjnego MS Excel.

Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinach 12 — 29 i w tabelach 13 — 29. Graficznie wyniki

zostaly przedstawione w postaci potlogarytmicznych wykresow c[%] = f(t).
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w kwasie solnym

i roztworach wodorotlenku sodu

Tabela 13. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach kwasu solnego o st¢zeniu

0,05 - 0,50 mol/l, w temperaturze 323 K (n = 0,50 mol/l)

Stezenie 1 1
[mol/I] axAalh™] k+ Ak [s7] SY r n
0,05 (1,07 +0,17) - 10 (2,98 +0,46) - 10° 5,96-10™ -0,9939 6
0,1 (1,70 £ 0,46) - 102 (4,74 +127)-10° 1,44 - 103 -0,9895 5
0,2 (1,39 +0,18) - 10 (3,86 +0,50) - 10° 7,03 -10™ -0,9937 7
0,3 (2,33 +0,35)- 102 (6,47 +0,97)- 10° 1,35- 103 -0,9917 7
0,4 (2,44 +0,19) - 10 (6,77 +0,52) - 10° 7,24-10" -0,9978 7
05 (3,12 +0,48) - 107 (8,67+1,32)-10° 1,95-107 -0,9885 8
100 £—=e
a ="
k) & A = \.’
L = L A ]
- ) =
= [ ]
X 10 9
(5]
1
0 20 40 60 80 100
t [h]
¢ 0,05 mol/l m0,1 mol/l A0,2mol/l A0,3 mol/l ®0,4mol/l ®0,5 moI/I|
Rycina 12.  Potlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach

kwasu solnego, o stezeniu 0,05 — 0,50 mol/l, w temperaturze 323 K.
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Tabela 14. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,01 - 0,20 mol/l, w temperaturze 288 K (1 = 0,50 mol/l)

Stezenie 1 -1
[mol/I] atAal[h™] k+AK[s7] S, r n
0,01 (1,91 +0,06) - 107 (3,19+0,10)- 10* 2,56-10" | -0,9995 8
0,05 (1,02 +0,06) - 10™ (1,71 +£0,09) - 10 2,35-10° | -0,9987 7
0,1 -(2,09+£0,26) - 10 (3,48+0,43)-10° 1,08-10% | -0,9934 7
0,2 -(3,72+0,23)- 107 (6,20+0,39)- 107 9,73-10° | -0,9983 7
100
4> $
T\ L S
¢ $
0\ <
— ° ¢
X 10
(5]
3
1
0 20 40 60 80 100 120 140
t [min]
¢ 0,01 mol/l = 0,05 mol/l 0,1 mol/l 0,2 mol/l

Rycina 13. Pdétlogarytmiczne wykresy ¢ [%)] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach
wodorotlenku sodu o st¢zeniu 0,05 — 0,50 mol/l, w temperaturze 288 K.
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Tabela 15. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,01 - 0,2 mol/l, w temperaturze 293 K (n = 0,50 mol/l)

S[tf;f(fll;ll]e a<Aa[h] K+ Ak [5] gl r n
0,01 (3,38 £ 0,14) - 102 (5,64 +0,24)- 10" 5,95-10™ -0,9989 9
0,05 (1,40 +£0,09) - 10" (2,34+0,14)- 107 3,64 107 -0,9980 8
0,1 (4,03 +£0,35)- 10 (6,71 +0,58)- 107 1,44 -107 -0,9975 6
0,2 (5,73 £ 0,40) - 107 (9,55 +0,67)- 107 1,65-107 -0,9979 7

100

c [%]

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t [min]

¢ 0,01 mol/l =0,05 mol/l 0,1 mol/l 0,2 mol/l

Rycina 14. Pollogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w  roztworach
wodorotlenku sodu o stezeniu 0,05 — 0,5 mol/l, w temperaturze 293 K.
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Tabela 16. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach wodorotlenku o stezeniu
0,01 - 0,2 mol/l, w temperaturze 298 K (n = 0,50 mol/l)

S[ﬁzgll}ll]f’ a<Aa[h] K+ Ak [5] gl ‘ n
0,01 (5,32 +0,29) - 107 (8,86 +0,48) - 10™ 1,18-10° | -0,9985 8
0,05 (2,08 £0,13) - 10™ (3,47+022)- 107 546107 -0,9980 8
0,1 -(4,71£0,21)- 10" (7,84 +0,34)- 107 8,38-10° | -0,9994 6
0,2 (1,19 +£0,14) - 10™ (1,98 +£0,24) - 10 589-10% | -0,9963 5

c [%]

t [min]

¢ 0,01 mol/l =0,05 mol/I 0,1 mol/l 0,2 mol/l

Rycina 15.  Potlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f (t) reakcji rozkladu ceftiofuru sodowego w roztworach
wodorotlenku sodu, o stezeniu 0,05 — 0,50 mol/l, w temperaturze 298 K.
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w kwasie solnym
I roztworach wodorotlenku sodu

Tabela 17. Parametry kinetyczne rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach kwasu solnego
o stgzeniu 0,05 — 0,50 mol/l, w temperaturze 343 K (1 = 0,50 mol/l)

Stezenie . 1
eSS eSS
[mol/I] a=+Aa[min~] k+ Ak [s7] SY r n
0,05 -(3,38+0,44)- 107 (5,63+0,73) - 10° 1,80 - 10 -0,9875 9
0,1 -(3,41+0,32)- 107 (5,68 £0,53) - 107° 1,40 - 10 -0,9955 9
0,2 -(4,14+0,33)- 107 (6,90 +0,55) - 107 1,46 -10™ -0,9945 11
0,3 -(3,82+0,38)- 107 (6,44 +0,63) - 10° 1,53-10™ -0,9930 11
0,4 -(4,47+0,32)- 103 (7,45 +0,53) - 107 1,30 - 10 -0,9971 9
0,5 (4,46 +£0,58) - 107 (7,44 +0,97) - 10° 2,39 -10* -0,9901 9
100 M=
\‘ -
=
\\\ A
L 4 ~ )
< & X
S <

oy g X

é- Q A

© 7

10
0 100 200 300 400
t [min]
€0,5mol/l ®m0,4mol/l A0,3mol/l %x0,2mol/l %0,1mol/l ®0,05mol/l

Rycina 16. Potlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f (t) reakcji rozktadu siarczanu cefwkinomu w roztworach kwasu
solnego o stezeniu 0,05 — 0,5 mol/l w temperaturze 343 K.
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Tabela 18. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,05 - 0,50 mol/l, w temperaturze 298 K (u = 0,50 mol/1)

Stezenie = 1
[mol/l] a=+Aa[min] k[s7] Sa r n
0,05 (1,11+0,11)-10* (1,84+0,19)- 107 49,64 - 10 -0,9920 10
0,2 (1,37 +0,09) - 107 (2,28 +0,15)-10° 40,76 - 10™ -0,9960 11
0,3 (1,57 +0,09) - 10™ (2,62 +0,14)- 107 37,56 - 10™ -0,9977 10
04 (1,80 +0,10) - 10™ (3,00 +0,16) - 107 42.82-10" -0,9975 11
0,5 -(2,20+0,37) - 10™ (3,67+0,62)- 107 153,09 - 10™ -0,9858 8
100
X
(8]
10
0 1 2 3 4 5 6 7 8
t [min]
¢ 0,05 mol/l ®=0,2 mol/l 0,3mol/l ®0,4mol/l 0,5mol/l
Rycina 17. Potlogarytmiczne wykresy c[%] = f(t) reakcji rozkladu siarczanu cefkwinomu w roztworach

wodorotlenku sodu o stezeniu 0,05 - 0,50 mol/l, w temperaturze 298 K.
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Tabela 19. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach wodorotlenku sodu
o stgzeniu 0,05 - 0,5 mol/l w temperaturze 303 K (. = 0,50 mol/l)

Stezenie . 1
+A k
[mol/I] a+Aa[min™] [s7] S, r n
0,05 (1,58 +0,15)- 10 (2,65+0,26) - 107 65,5210 -0,9940 | 9
0,1 -(2,27+0,18) - 10 (3,78 +0,31)- 107 78,06 - 10™ -0,9959 | 9
0,2 -(2,50+0,11)- 10" (4,16 +0,19) - 107 45,74 - 10™ -0,9990 | 8
0,3 (2,59 +0,68) - 10™ (4,32+1,14)- 103 288,97 - 10™ -0,9703 | 7
0,4 (3,08 £0,27) - 10™ (5,13 +0,45)- 107 117,09 - 10* -0,9943 | 11
0,5 -(3,45+0,37) - 10™ (5,75+0,62) - 107 160,84 - 10™ -0,9935 | 8
100 &
X
(S)
10
0 1 2 3 4 5 6
t [min]
¢ 0,05 mol/l m0,1 mol/l A0,2mol/l A0,3mol/l ®0,4mol/l ®0,5mol/l
Rycina 18. Potlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu

w roztworachwodorotlenku sodu o stgzeniu 0,05 - 0,5 mol/l, w temperaturze 303 K.
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Tabela 20. Parametry kinetyczne reakcji rozkladu siarczanu cefkwinomu w roztworach wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,05 - 0,5 mol/l, w temperaturze 308 K (n = 0,50 mol/l)

Stezenie a+Aa[min?] k[sY] S, r n
[mol/1]

0,05 -(1,82+0,12)- 107 (3,03 £0,20)- 107 49,36 - 10 -0,9978 8
0,2 -(3,29+0,22)- 10 (5,48 +0,36) - 10° 90,97 - 10 -0,9973 9
0,3 -(3,91+0,22)- 10 (6,51 +0,36)- 107 92,2510 -0,9981 9
0,4 (3,96 +£0,27) - 10™ (6,61 +0,45)-107 113,46 - 10™ -0,9971 9
0,5 -(4,83£0,38) - 10™ (8,05 +0,63) - 10° 146,13 - 10 -0,9977 7

100
X
(5]
10 .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
t [min]
¢ 0,05 mol/l ®0,2 mol/l 0,3mol/l ®0,4mol/l 0,5mol/l
Rycina 19. Potlogarytmiczne wykresy c[%] = f(t) reakcji rozkladu siarczanu cefkwinomu w roztworach

wodorotlenku sodu o st¢zeniu 0,05 - 0,5 mol/l, w temperaturze 308 K.
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Tabela 21. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,05 - 0,5 mol/l, w temperaturze 313 K (p = 0,50 mol/l)
Sl a+Aa[min?] k[sY] S r n
[mol/1] a
0,05 -(3,61+0,21)- 10" (6,01 £0,35)- 107 87,89 - 10" -0,9979 9
0,1 -(4,17+0,27)- 10 (6,95 + 0,46) - 10 108,32 - 10™ -0,9973 9
0,2 -(5,10+0,41)- 107 (8,51 +0,68)- 107 1266,24 - 10* -0,9968 8
0,3 (5,28 £0,54) - 10™ (8,80 +0,90) - 107 219,88 - 10™ -0,9948 8
0,4 (5,90 +0,63) - 10™ (9,83 +1,29)- 107 243,57 - 10™ -0,9958 7
0,5 (7,45 +1,09) - 10™ (12,41 +1,82) - 107 342,55 10 -0,9968 5
S
(8]
0 2 3 4 5
t [min]

¢ 0,05 mol/l m0,1mol/l A0,2mol/l 0,3mol/l ®0,4mol/l ®0,5mol/l

Rycina 20. Potlogarytmiczne wykresy c[%] = f(t) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach
wodorotlenku sodu o stezeniu 0,05 - 0,5 mol/l, w temperaturze 313 K.
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze fosforanowym

(pH 1,54 — 2,95)

Tabela 22.

w temperaturze 323 K (1 = 0,50 mol/l)

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze fosforanowym

Stezenie sktadnikéw buforu

Parametry kinetyczne

a+Aalh’] k+ Ak [s7] S, r

[HPO,]  [KH,PO,] By mol/l

pH 1,54
0,227 0,1730 0,400 -(1,44+0,15) 102 | (4,01 +£0,41)10° | 6,0210* -0,9948
0,114 0,0860 0,200 -(1,04 +0,12) 10° | (2,88+0,34)10° | 5,0910™ -0,9916
005685  0,04315 0,100 -(9,65+0,67) 10° | (2,68 +0,19)-10° | 27410* -0,9976

pH 2,53
00882 0,118 0,300 -(1,77+0,20) 102 | (4,91+0,55)10° | 7,6810* -0,9953
0,0588  0,1412 0,200 «(1,51+0,10) 10° | (4,20+0,28)10° | 4,27 10™ -0,9972
00294  0,0706 0,100 -(1,04+0,12) 102 | (2,88+0,32)10° | 4,8510* -0,9924

pH 3,20
00466  0,3534 0,400 (1,41 +1,21)102 | (3,92+0,57)10° | 8,0210* -0,9920
0,0233  0,1767 0,200 -(1,01 £0,09) 10° | (2,81+0,24)10° | 3,5310™ -0,9964
00116  0,0884 0,100 -(8,80+0,97) 10° | (2,45+0,27)-10° | 3,7710* -0,9954
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= Rycina 21. Pétlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t)
reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze
) fosforanowym o pH 1,54 (A), 2,53 (B) i 2,95 (C),
S w temperaturze 323 K.
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze fosforanowym
(pH 5,84 — 7,25)

Tabela 23. Parametry kinetyczne reakcji rozkladu ceftiofuru sodowego w buforze fosforanowym
w temperaturze 323 K (p = 0,50 mol/l)

S[tﬁf;‘/‘;]e PH  atramy K+ Ak [s] < r n
04 |584 [-(0,65+0,27)-10*| (1,09 +0,46) - 10® 1,13-10° -0,9216 8
03 |6,25 [-(0,68+0,27)-10*| (1,15+0,45)- 10 1,10-10° -0,9216 9
0,25 | 6,78 |-(1,78 £0,43)-103| (2,96 +0,71)- 10°® 1,75-10° -0,9634 10
0,15 (1,62 +0,37) - 10*| (2,70 £ 0,61) - 10°® 1,51-10° -0,9707 9
02 |725[-(3,08+0,25)-10*| (5,13+0,42)-10® 1,02 - 10® -0,9973 7
0,10 -(2,65+0,48) - 10| (4,41 £0,80) - 10°® 1,97 - 10° -0,9891 6

e———a

100 ——a ——

X

S

10
0 1000 2000 3000 4000 5000
t [min]

#BT=0,40 mol/l ; pH=5,84 mBT=0,30 mol/l; pH=6,25

Rycina 22. Pétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze
fosforanowym, w temperaturze 323 K.

100
————
S
(8]
10 -+
0 1000 2000
t [min]
®BT=0,25mol/l; pH=6,78 ®BT=0,20 mol/l; pH=7,25

Rycina 23. Pétlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze
fosforanowym, w temperaturze 323 K.
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze octanowym
(pH 3,65 —5,48)

Tabela 24. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze octanowym
w temperaturze 323 K (n = 0,50 mol/l)

[m%I n pH a+Aafh'] k Ak [s7] Sa r n
365 | -(820+1,49)-10° (2,28 +0,41)-10° |6,10-10*| -0,9838 8
445 | -(6,83+0,48)-10° (1,90 +0,13)- 10° | 1,98-10"| -0,9975 8
040 | 500 | -(7,41+0,64)-10° (2,06 +0,18)-10° | 259 10" | -0,9963 8
397 | -(7,24+0,76)- 103 (2,01£0,21)-10°  [294-10*| -0,9959 7
548 | -(6,00+0,51)- 103 (1,67+0,14)-10° | 2,26-10*| -0,9937 11
010 397 | -(8,84+1,.87)-10° (2,46+0,52)-10° |7,92-10*| -0,9731 9
' 548 | -(4,70+0,71)-10° (1,30 +£0,20)- 10° | 2,75-10"| -0,9915 7
100
* \.A a
X 9
oy 22
10
0 50 100 150 200

t [h]

epH=365 ®mpH=397 ApH=445 epH=50 ApH=548

Rycina 24. Poétlogarytmiczne wykresy zaleznoscei ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze
octanowym, w temperaturze 323 K.
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze boranowym
(pH 7,49 — 10,07)

Tabela 25. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w  buforze boranowym
w temperaturze 323 K (u = 0,50 mol/l)

Stezenie pH 1 1
[mol/l] axAalh™] k+ Ak [s7] Sa r n
0,22 40 (0,78 £0,21) - 107 (1,31 +0,35)- 10° 8,67-10° | -0,9599 9
0,11 ’ (0,94 +0,26) - 10 (1,56 +0,43) - 107 1,05-10* | -0,9700 7
0,17 8,37 -(2,07+0,17)- 103 (3,45+028)-10° 6,83-10° | -0,9962 9
0,12 9,04 (6,28 +0,37)- 107 (10,46 £ 0,61) - 10° 1,50 - 10" | -0,9983 8
0,11 9,60 | -(1594+0,67)-10° (26,56 +1,11)- 10° | 2,73-10" | -0,9988 10
0,13 10,07 (37,71 £2,29) - 10 (62,86 +3,82)-10° | 9.38-10* | -0,9988 6
0,06 ’ (34,74 + 1,93) - 10 (57,90 +3.21)-10° | 7.87-10* | -0,9985 8
100 %quﬁaﬁ:.: = > 7S
L35 BiSSSCo=s=suns SREEES.
+* S N
- @
= \ 4
X 10 >
(8]
1
0 50 100 150 200 250 300 350
t [min]
0,22 mol/l; pH =10,07 m 0,17 mol/l; pH=8,37 4 0,12 mol/l; pH = 9,04
¢ 0,11 mol/l; pH=9,60 ¢ 0,13 mol/l; pH =10,07

Rycina 25. Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze
boranowym, w temperaturze 323 K.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze fosforanowym

(pH 1,54 — 2,95)

Tabela 26.

w temperaturze 343 K, p = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w buforze fosforanowym,

Stezenie sktadnikow buforu

Parametry kinetyczne

a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n
[HPO,]  [KH,PO,] By mol/l
pH 1,54
0,227 0,173 0,400 (4,46 £0,41)10° | (7,44+0,68)10° | 1,7210* -0,9948 7
0,171 0,129 0,300 (4,00 +0,47) 10° | (6,66+0,79)10° | 2,010* -0,9914 7
0,114 0,086 0,200 -(3,71£0,22) 10° | (6,18+0,37)10° | 8,96 10° -0,9980 8
0,05685  0,04315 0,100 -(2,62+0,13) 10° | (4,36+0,22)10° | 5,7910° -0,9978 8
pH 2,55
0,1176  0,2824 0,400 -(4,51+0,53)10° | (7,52+0,88)10° | 2,2310™ -0,9916 7
0,0882 0,118 0,300 -(3,41£0,54) 10° | (5,68 +0,90)10° | 22910 -0,9845 7
0,0588  0,1412 0,200 (3,01 £0,35)10° | (5,01+0,58)10° | 1,4810™ -0,9916 8
0,0294  0,0706 0,100 -(2,30+0,21) 10° | (3,83+0,35)10° | 9,310° -0,9927 11
pH 2,95
0,0350 0,2650 0,300 (2,86 +0,50) 10° | (4,76 +0,84)10° | 21310 -0,9811 8
0,0233 01767 0,200 42,59 +0,26)10° | (4,31+0,43)10° | 1,0910™ -0,9938 8
0,0116 0,0884 0,100 <(1,86+£0,23) 10° | (3,09+0,39)10° | 9,8210° -0,9903 9
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze fosforanowym

(pH 5,76 — 6,82)

Tabela 27.

w temperaturze 343 K (1 = 0,50 mol/l)

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu siarczanu cetkwinomu w buforze fosforanowym,

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aa[h] k+ Ak [s] S, r n
[KH,PO,] [Na,HPO,] B+; mol/l
pH 5,76
0,3400 0,0600 0,4000 -(3,00£0321)10° | (5,00+0,53)10° | 1,4010“ | -0,9903 | 9
0,2550 0,0450 0,3000 -(2,81+0,57)10° | (4,68+095)10° | 2,3310* | -0,9799 | 8
0,2125 0,0375 0,2500 -(2,75+0,40)10° | (4,58+0,72)10° | 1,7810* |-0,9877 | 8
0,1700 0,0300 0,3000 42,56 +£0,25)10° | (427+042)10° | 1,0110* | -0,9928 | 10
pH 6,82
0,08 0,1200 0,20 «(5,72+0,56) 10° | (9,53+0,93)10° | 2,3610* |-09941 | 9
0,06 0,0900 0,15 -(4,80£0,28) 10° | (8,00+£0,47)10° | 1,2410* |-0,9973 | 9
0,04 0,0600 0,10 -(4,31+0,53)10° | (7,18 +0,88)10° | 2,2210* | -0,9908 | 9
0,02 0,0300 0,05 -(3,45+0,32)10° | (5,74+0,53)10° | 1,4110" | -0,9925 | 9
i 1 \!\gﬁ;ﬂ
30 t 1
0 50 100 150 200 250 300 0 100 200 300 400
t [min] t [min]
‘ «02mol/l 0,25 mol/l 40,3mol/l 40,4 mol/l | +0,05mol/l mO1moll 40,15mol/l A0,2mol/l
A B
Rycina 27.

Potlogarytmiczne wykresy c [%] = f(t) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze fosforanowym o pH

5,76 (A) i 6,82 (B), w temperaturze 343 K.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze octanowym

(pH 3,66 — 5,47)

Tabela 28.

w temperaturze 343 K (u = 0,50 mol/l)

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu siarczanu cetkwinomu w buforze octanowym,

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aalh?] k + Ak [s7] S, r n
[CH;COOH] [CH;COOT Br; mol/l
pH 3,66
0,360 0,040 0,40 -(231+0,21)10° | (3,84+0,38)10° | 9,5910° |-0,9940 | 8
0,315 0,035 035 -(2,23+0,20)10° | (3,71+0,33)10° | 8,2810° |-0,9952 | 8
0,225 0,025 0,25 (1,99 +0,18)10° | (3,31+0,30)10° | 7,8610° |-0,9930 | 8
pH 3,97
0,32 0,08 0,40 -(3,87+0,57) 10° | (6,46+096)10° | 2,3410* | -0,9839 | 8
0,24 0,06 0,30 -(3,12+0,53) 10° | (5,03+0,88)10° | 2,1610" |-0,9874 | 7
0,08 0,02 0,10 -(1,98 £0,34) 10° | (3,40+0,52)10° | 1,4310* |-0,9823 | 7
pH 4,45
0,24 0,16 0,40 -(2,82+0,48)10° | (4,70+0,81)10° | 1,9810* | -0,9785 | 11
0,18 0,12 0,30 -(2,29+021)10° | (3,82+035)10° | 9,1910° | -0,9928 | 8
0,12 0,08 0,20 -(2,11+0,15)10° | (3,55+0,24)10° | 6,2910° | -0,9965 | 9
0,06 0,04 0,10 -(2,07+0,22)10° | (3,44+0,37)10° | 9,5910° |-0,9915 | 9
pH 5,01
0,12 0,28 0,40 -(2,40+0,20)10° | (4,00+£0,33)10° | 85210° | -0,9950 | 10
0,09 021 0,30 -(2,00£0,19) 10° | (3,33+£0,31)10° | 8,1710° | -0,9934 | 10
0,06 0,14 0,20 -(1,96 £0,20) 10° | (3,27+033)10° | 8,7210° | -0,9913 | 8
pH 5,47
0,04 0,36 0,40 (4,52 +0,56)10° | (7,53+0,93)10° | 2,2810" |-0,9887 | 9
0,03 0,27 0,30 -(3,95+0,38)10° | (6,58 +0,64)10° | 1,6310* |-0,9941 | 6
0,02 0,18 0,20 -(3,18+0,39)10° | (5,29+0,65)10° | 1,6510" |-0,9906 | 8
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Rycina 28.

Potlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t) reakcji
rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze
octanowym o pH 3,66 (A), 3,97 (B), 4,45 (C) 5,01 (D)

5,47 (E), w temperaturze 343 K.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze boranowym
(pH 7,52 — 10,48)

Tabela 29.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze boranowym,
w temperaturze 343 K (u = 0,50 mol/l)

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aalh?] k+ Ak [s1] S, r n
[HsBO3;] [NaOH] B+; mol/l
pH 7,52
0,221 0,019 0,240 (1,99 +£0,23) 102 (3,31+039) 10" | 9,4710* | -0,9932 | 8
0,193 0,017 0,210 (1,71 +0,22) 10 (2,99+0,36)10* | 8,9210* | -0,9927 | 8
0,166 0,014 0,180 (1,41 £0,21) 10 (2,86+0,35) 10" | 8,6710" |-0,9924 | 8
0,138 0,012 0,150 (1,57 +£0,14) 10 (2,61 +023)10* | 57610" |-0,9953 | 9
pH 8,51
0,195 0045 0,240 -(5,91+0,73) 102 (9.85+£121)10* | 29,76 10* | -0,9927 | 8
0,171 0,039 0,210 (5,39 +1,12) 10 (8,99 +1,87) 10" | 45,8310* | -0,9756 | 9
0,147 0,033 0,180 (5,14 +0,87) 10 (8,57+1,45)10" | 355710" | -0,9859 | 8
0,098 0,022 0,120 -(4,33+0,72) 102 (7,22+1,20) 10" | 29,5410 | -0,9863 | 8
pH 9,52
0,162 0,078 0,240 (18,38 +1,53) 102 | (30,63 +2,55)10* | 62,4310 | -0,9960 | 9
0,121 0,059 0,180 (16,21 £1,33) 107 | (27,01 £221)10* | 54,2210* | -0,9961 | 9
0,101 0,049 0,150 -(1531+1,29) 102 | (25,52+2,14)10* | 52,5310* | -0,9965 | 8
0,081 0,039 0,120 -(14,00 £ 1,19) 102 | (23,34+1,99)-10* | 48,76 10" | -0,9964 | 8
pH 10,48
0,126 0,114 0,240 «(75,73 £3,00) 102 | (126,21 +4,99) 10 | 122,41 10" | -0,9992 | 8
0,110 0,100 0,210 (74,85 +£4,93) 102 | (125,76 +8,22) 10 | 201,51 10 | -0,9978 | 8
0,095 0,085 0,180 (70,52 +1,65) 10% | (117,53 £2,75)10* | 67,4010* | -0,9997 | 8
0,079 0,071 0,150 (67,56 £2,34) 102 | (112,60 +3,90) 10™ | 95,5210 | -0,9994 | 8
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Potlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze boranowym o pH 7,52
(A), 8,51 (B), 9,51 (C) 110,48 (D), w temperaturze 343 K.
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4.7. Ocena trwatosci ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w powszechnie
stosowanych rozpuszczalnikach do iniekcji

Trwato$¢ ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cefkwinomu w powszechnie stosowanych
rozpuszczalnikach do iniekcji badano w nastgpujacych warunkach:

e temperatura pokojowa (295 K)

e temperatura ~279 K (2-8°C)

e temperatura 253 K po 0 h i po 30 dniach przechowywania.

Wykonanie oznaczenia

Odwazono doktadnie 5,0 mg badanej substancji, rozpuszczono w 5,0 ml odpowiedniego
rozpuszczalnika do iniekcji 1 umieszczono w sterylnych polietylenowych amputkach o
pojemnosci 5 ml. Tak przygotowane roztwory chroniono od $wiatta. Po dokladnym
wymieszaniu, w podanych w tabelach 30 — 33 odst¢pach czasu, pobierano 50 ul badanego

roztworu i 0znaczono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.

Zastosowano parametry rozdzielenia opisane w rozdziale 4.4., jednakze dla potrzeb tego badania
sprawdzono selektywnos¢ metod. Stwierdzono, Ze zastosowane parametry rozdzielenia sa
odpowiednie do oceny trwatosci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cefkwinomu w powszechnie

stosowanych rozpuszczalnikach do iniekcji.

Ubytek stezenia substratu po czasie t (wyrazony w procentach) obliczono przyjmujac st¢zenie po
czasie t = 0 jako 100%. Wyniki badania trwatosci ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwionomu

w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do iniekcji przedstawiono w tabelach 30 — 33.
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Tabela 30.  Trwato$¢ ceftiofuru sodowego w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do iniekcji

295 K 279 K

Rozpuszczalnik t [dni] c [%] Rozpuszczalnik t [dni] c [%]

0 100,00 0 100,00

Woda do iniekgji : N Woda do iniekgji A s

23 91,92 28 94,23

0 100,00 0 100,00

10% Roztwor glukozy é gg’gg 10% Roztwor glukozy fZ gg’g?
23 82,87 28 91,35

0 100,00 0 100,00

20% Roztwor glukozy 623 g;’;? 20% Roztwor glukozy 132 gi’gg
23 72,86 28 89,59

Mieszanina 5% roztworu g 19080f40 Mieszanina 5% roztworu g 19%Oéozo
glukozy i 0,9% roztworu 6 96110 glukozy i 0,9% roztworu 12 98’80
chlorku sodu (2:1 V/V) 23 8733 chlorku sodu (2:1 V/V) 28 97.05
0 100,00 0 100,00

. L . 2 98,71 _— Lo . 3 99,14
Injectio Solutionis Ringeri 6 9778 Injectio Solutionis Ringeri 12 97.76
23 92,60 28 95,77
0 100,00 0 100,00

N . 2 99,18 R . 3 99,46
Solutio Ringeri Lactate 6 96.30 Solutio Ringeri Lactate 12 9881
23 87,65 28 97,56
Ptyn fizjologiczny 0 100,00 Ptyn fizjologiczny g 19%0’1020
wieloelektrolitowy 2 100,16 wieloelektrolitowy 12 98’04
izotoniczny 6 Zmetnienie izotoniczny 28 95’11
0 100,00

Plyn pediatryczny g 19090;;'»060 Plyn pediatryczny 3 99,65
wyréwnawczy 6 Zme t1’1ienie wyréwnawczy 12 99,21

28 98,12
0 100,00

0,9% Roztwor chlorku (2) igg'gg 0,9% Roztwor chlorku 3 99,61
sodu 6 Zmet T sodu 12 99,02
metnienice 28 97,88
0 100,00 g 19%0’0020

5% Roztwor glukozy 2 100,15 5% Roztwor glukozy 12 97188

6 Zmetnienie 8 94.79
Mieszanina 5% roztworu 0 100,00 Mieszanina 5% roztworu g 19%0;1040
glukozy i0,9 roztworu 2 99,77 glukozy i 0,9% roztworu 12 98’72
chlorku sodu (1:1 V/V) 6 Zmgetnienie chlorku sodu (1:1 V/V) 28 96’15

4. Czes¢ doswiadczalna



Tabela 31.

Trwato$¢ siarczanu cefkwinomu w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do iniekcji

295 K 279 K
Rozpuszczalnik t [dni] c [%] Rozpuszczalnik t [dni] c [%]
0 100,00 0 100,00
Woda do iniekcji : o Woda do iniekcji ; 0605
6 91,93 9 91,92
0 100,00 0 100,00
. 1 99,50 0,9% Roztwor chlorku 1 98,24
0 Ll B !
0,9 % Roztwor chlorku sodu 3 99.90 sodu 3 96,30
6 99,84 9 91,42
0 100,00 0 100,00
5% Roztwor glukozy é gg?g 5% Roztwor glukozy ::; gg%g
6 78,88 9 90,81
0 100,00 0 100,00
10% Roztwor glukozy é gg'gg 10% Roztwor glukozy é gg’gg
6 75,34 9 89,99
0 100,00 0 100,00
20% Roztwor glukozy é g?'ig 20% Roztwor glukozy é gg’ig
6 82,41 9 92,10
Mieszanina 5% roztworu 2 19090;1080 Mieszanina 5% roztworu (1) 19090’7020
glukozy i 0,9% roztworu 3 96’41 glukozy i 0,9% roztworu 3 97’32
chlorku sodu (1:1 V/V) 6 91,01 chlorku sodu (1:1 V/V) 9 96,41
Mieszanina 5% roztworu 2 1906021010 Mieszanina 5% roztworu 2 19090’5050
glukozy i 0,9% roztworu 3 92,06 glukozy i 0,9% roztworu 3 98,38
chlorku sodu (2:1 V/V) 6 8173 chlorku sodu (2:1 V/V) 9 92 27
0 100,00 0 100,00
Injectio Solutionis Ringeri é g;gg Injectio Solutionis Ringeri é g?;g
6 82,86 9 91,99
0 100,00 0 100,00
Solutio Ringeri Lactate é g;gg Solutio Ringeri Lactate é gggi
6 86,12 9 93,56
Ptyn fizjologiczny g 19080f40 Plyn fizjologiczny 2 19090%3050
wieloelektrolitowy 3 95’72 wieloelektrolitowy 3 98711
izotoniczny 6 92’13 izotoniczny 9 95713
0 100,00 0 100,00
Plyn pediatryczny 1 97,13 Ptyn pediatryczny 1 98,16
Wyrownawczy 3 93,88 Wyrownawczy 3 96,16
6 87,81 9 93,69
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Tabela 32. Wyniki badania trwatosci ceftiofuru sodowego w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach

do iniekcji po 0 i 30 dniach przechowywania w temperaturze 253 K

L.p. Rozpuszczalnik czas [dni] c [%]
L 0 100,00
1. Woda do iniekcji 30 93 81
0 100,00

0, A ’
2. 0,9% Roztwor chlorku sodu 30 89 99
0 100,00

0, A ’
3. 5% Roztwor glukozy 30 94,34
0 100,00

0, A ’
4., 10% Roztwor glukozy 30 98.10
0 100,00

0, A ’
5. 20% Roztwor glukozy 30 94 89
6 Mieszanina 5% roztworu glukozy i 0,9% roztworu chlorku 0 100,00
' sodu (1:1 V/V) 30 97,60
7 Mieszanina 5% roztworu glukozy i 0,9% roztworu chlorku 0 100,00
' sodu (2:1 V/V) 30 97,99
I Lo . 0 100,00
8. Injectio Solutionis Ringeri 30 97 80
L . 0 100,00
9. Solutio Ringeri Lactate 30 96,76
. . . . . . 0 100,00
10. Plyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny 30 96.35
. , 0 100,00
11. Plyn pediatryczny wyréwnawczy 30 98,98

Tabela 33. Wyniki badania trwato$ci siarczanu cekwinomu w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do

iniekcji po 0 i 30 dniach przechowywania w temperaturze 253 K

L.p. Rozpuszczalnik czas [dni] c [%]
S 0 100,00
1. Woda do iniekcji 30 95 10
0 100,00

0, A ’
2. 0,9% Roztwor chlorku sodu 30 9893
0 100,00

0, A ’
3. 5% Roztwor glukozy 30 9597
0 100,00

0, A ’
4. 10% Roztwor glukozy 30 94 32
0 100,00

0, A ’
5. 20% Roztwor glukozy 30 99,06
6 Mieszanina 5% roztworu glukozy i 0,9% roztworu chlorku 0 100,00
' sodu (1:1 V/V) 30 100,00
7 Mieszanina 5% roztworu glukozy i 0,9% roztworu chlorku 0 100,00
' sodu (2:1 V/V) 30 92,89
— N . 0 100,00
8. Injectio Solutionis Ringeri 30 99 51
R . 0 100,00
9. Solutio Ringeri Lactate 30 100,00
. . . . . . 0 100,00
10. Plyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny 30 98,46
. , 0 100,00
11 Ptyn pediatryczny wyrownawczy 30 100,00
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4.8. Ocena trwatosci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cefkwinomu w fazie stalej

4.8.1. Ocena trwalosci ceftiofuru sodowego i siarczanu ceftkwinomu testem przyspieszonego
starzenia

Do szklanych fiolek, pojemnos$ci 5 ml, odwazono 5,0 mg badanego zwiazku. Fiolki zawierajace

probki preparatu przeznaczone do badania wpltywu temperatury w atmosferze powietrza o

wilgotnosci wzglednej RH 76,4%, umieszczono w eksykatorach zawierajacych nasycony

roztwor chlorku sodu. Eksykatory umieszczono w komorach cieplnych o temperaturze

odpowiednio 363 K, 353 K, 343 K'i 333 K.

Probki przeznaczone do badaniu wplywu temperatury w atmosferze powietrza o wilgotnosci
wzglednej 0%, umieszczono w tazni piaskowej. Laznie umieszczono w komorach cieplnych o
temperaturze 383 K, 373 K, 363 K i 353 K w przypadku ceftiofuru sodowego oraz w
temperaturze 393 K, 383 K, 373 K i 363 K w przypadku siarczanu cefkwinomu.

Wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza (66,5%, 76,4% i 90%) wyznaczono w temperaturze
363 K (ceftiofur sodowy) lub 343 K (siarczan cefkwinomu).

W okreslonych odstepach czasu, zaleznych od szybkosci rozkladu, probki wyjmowano z
eksykatorow lub tazni piaskowej. Po ochlodzeniu do temperatury pokojowej, probki substancji
badanej rozpuszczano w wodzie bidestylowanej. Roztwory przenoszono ilosciowo do kolb
miarowych i uzupeliono woda do 25,0 ml. Otrzymane roztwory mieszano i saczono. Na
kolumne chromatograficzna wprowadzano po 50 pl analizowanych roztwordéw i rejestrowano

chromatogramy.

4.8.2. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu

W warunkach podwyzszonej temperatury i podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza
rozktad ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cetkwinomu przebiegat wedtug reakcji pierwszego
rzedu wzgledem stezenia substratu. Dla prostoliniowych wykresow:

In Pt = In Po - kobs>< t

metoda najmniejszych kwadratow, obliczono parametry rownaniay = ax + b.
Wyznaczono takze dla poszczegdlnych warunkéw badania wartosci to 5 1 to 1, z podanych ponize;j
WZOTOW:

tos = 0,693/k

to1 = 0,1054/k

78 Agnieszka Dothan: Ocena trwatosci wybranych cefalosporyn do uzytku weterynaryjnego



Wplyw temperatury na szybkos¢ rozktadu ceftiofuru sodowego (RH = 0% i 76,5%)

Parametry kinetyczne oraz zbiorcze wykresy opisujace szybko$c¢ reakcji rozktadu ceftiofuru
sodowego przedstawiono w tabelach 34 — 35 i na rycinach 30 — 31.

Tabela34.  Zmiany stezenia ceftiofuru sodowego przy RH 0%, w temperaturze 353 K, 363 K, 373 K i 383 K

T [K] Czas [doby] c[%] Parametry kinetyczne
0 100,00 a+ Aa=-(0,0114 +0,0032), dni™
2 88,54 S.=0,0014
7 87,52 b+ Ab=4,5128 + 0,0890
10 83,93 S, = 0,0386
353 11 81,35 k+ Ak =(1,33+037) 107, s
14 70,93 r=-0,9461
23 59,25 S, =0,0807
42 56,62 to5 = 60,31 dni
49 55,45 to1=9,17 dni
51 51,96 n=10
0 100,00
1 88,49 a+ Aa=-(0,0289 £ 0,0066), dni™
2 87,40 S, =0,0030
4 84,92 b+ Ab=4,6131+0,1185
7 84,03 S, = 0,0532
363 9 83,66 k+Ak=(3,34+0,77) - 107, s*
10 77,94 r =-0,9507
11 74,03 S, =0,1280
14 68,53 tos = 24,01 dni
23 59,41 tos1 = 3,65 dni
31 51,35 n=12
42 23,05
0 100,00
1 78,71 »
3 68,06 a+ Aa=-(0,0555+0,0083), dni
7 57.76 S.=0,0038
10 23.07 b+ Ab=14,3364+0,1617
1 3161 S, =0,0734 .
' k+ Ak = (6,43 +0,96) - 107, 5"
373 12 33,84 _
r=-0,9756
17 28,12 _
S, =0,1627
19 22,59 tos = 12,47 dni
21 19,96 to, = 1,90 dni
24 18,13 n=13
33 13,01
42 9,65
0 100,0 a+Aa=-(0,1773 £0,0239), dni*
1 63,93 S.=0,0101
2 47,77 b+ Ab = 4,3406 + 0,1758
3 40,29 S, =0,0743
283 5 2984 k+ Ak =(2,05+0,28) 10, s*
7 22,7 r= -0,9888
9 14,23 Sy=0,1377
11 10,39 fos5 = 3,91 dni
to1 = 0,59 dni
14 7,43 " =9
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Tabela 35. Zmiany stgzenia ceftiofuru sodowego przy RH ~76,4%, w temperaturze 353 K, 363 K, 373 K

i 383 K
T [K] t [min] c [%] Parametry kinetyczne
0 100,00
30 96,00 -
60 95.30 a=+ Aa=-(0,0005+1,89) - 10™, min’
! _ -6
90 94,37 Sa=8,60 - 10
120 9365 b+ Ab = 4,5975 + 0,0098
150 92,44 5, =00044
333 180 90.61 k+ Ak = (7,?5 +0,32)-10° s
r = -0,9982
240 89,87 S = 0.0120
360 84,96 y_
! t0'5 = 24,21 h
480 79,96 thy= 3.68h
600 75,23 n=13
720 69,65
1440 49,56
0 100,00 a+ Aa=-(0,0011 =0,0002) , min™
30 95,21 S,=9,40 - 10
60 86,65 b+ Ab = 4,5864 + 0,0490
120 85,49 S, = 0,0212
343 180 84,22 k+ Ak = (1,76 £ 0,36) - 10°, s*
240 80,13 r=-0,9697
270 76,21 S, = 0,0068
300 69,85 tos = 10,94 h
330 68,11 tpa= 1,66 h
360 65,24 n=10
0 100,00 a+ Aa=-(0,0032 + 0,0002) , min "~
30 94,13 S.=761-10"
60 83,91 b+ Ab=4,6212 +0,0287
90 79,42 S, =0,0121
353 120 68,99 k+ Ak=(526+030)-10°,s™
150 62,31 r=-0,9980
180 56,14 S, =0,0212
240 4811 tos = 3,66 h
to;= 0,56 h
300 39,79 n=9
0 100,0 a+ Aa=-(0,0067 +0,0013) , min™
20 71,84 S, = 0,0005
40 68,52 b+ Ab=4,4869 + 0,1151
60 56,83 S, = 0,0470
363 80 50,51 k+Ak=(1,12+0,22)- 10 s*
100 42,43 r =-0,9807
120 39,63 Sy=0,0741
to’5 = 1,72 h
150 34,98 th1= 0,26h
n==8
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Rycina 30.

Rycina 31.
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Wptyw temperatury na szybkos¢ rozktadu siarczanu cefkwinomu (RH = 76,5% i 0%)

Parametry kinetyczne oraz zbiorcze wykresy opisujace szybkosc¢ reakcji rozktadu siarczanu
cefkwinomu przedstawiono w tabelach 36 — 37 i na rycinach 32 — 33.

Tabela 36. Zmiany stezenia siarczanu cefkwinomu przy RH = 0%, w temperaturze 363 K, 373 K, 383 K393 K

T [K] Czas [doby] c[%] Parametry kinetyczne

0 100,00

6 99,49

8 97,46 a+ Aa =-(0,0086 + 0,0013), doba™

12 95,56 S, =0,0006; S, = 0,0178

14 94,36 k+ Ak = (1,00 +0,32) - 107, s
363 20 91,35 r =-0,9807

27 87,36 S, = 0,0354

35 79,96 tos = 80,21 dni; to; = 12,20 dni

42 75,68 n=11

49 68,36

60 59,12

0 100,00 a+ Aa = -(0,0443 + 0,0038), doba®

4 85,23 S.=0,0014; S, = 0,0188

8 75.21 k+ Ak = (5,13 +0,39) - 107, s*
373 12 59,94 r=-0,9980

18 45,36 S, =0,027 _

24 35,21 t0,5 = 15,63 dnm:, g)’l = 2,38 dni

0 100,00 a+ Aa=-(0,1277 +0,0123), doba™

1 80,40 S. =0,004; S, = 0,0306

2 72,47 k+ Ak = (1,48 +0,14)- 108, s*
383 5 51,39 r = -0,9964

6 40,36 S, =0,052

7 37,82 tos = 5,42 dni; ty; = 0,82 dni

13 18,53 n=7

0 100,0 a+ Aa=-(0,2514 = 0,0448), doba™

1 70,12 S, =0,0161; S, = 0,0707

2 49,98 k+ Ak = (2,91 +0,46) - 10, s*
393 5 30,45 r=-0,9918

6 20,47 Sy=0,1039

7 15'11 t0‘5 = 2,76 dzl,:t%l = 0,42 dni
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Tabela 37.

Zmiany stezenia siarczanu cefkwinomu przy RH ~76,4% w temperaturze 333 K, 343 K, 353 K

i 363 K
T [K] t [dni] c [%] Parametry kinetyczne
0 100,00 .
1 96,00 atAa= '(0,0322 + 0,0029), doba
2 95,30 $;=1.2-107
5 9437 S, = 0,0158
3 93 65 k+ Ak =(3,73+0,36) - 107, s*
333 ’ r=-0,9939
9 92,44 _
S, =0,0120
12 90,61 ts = 21,50 dni
0,5 ’
15 89,87 tor = 3,27 dni
20 84,96 n=10
25 79,96
0 100,00 a+ Aa=-(0,0703 + 0,0062) , doba®
1 93.21 S.=2,5-102
2 87,32 S, =0,0211
6 67,01 k+ Ak =(8,14+0,72)- 107, s*
343 8 58,32 r=-0,9961
9 50,12 Sy =0,0360
12 41,25 tos = 9,85 dni
to1 = 1,50 dni
15 36,32 n=8
0 100,00 a+ Aa=-(0,1238 + 0,0145), doba®
1 90,12 S,=2,5-107
2 81,95 S = 0,0495
6 5553 k+Ak=(1,43+0,17)- 108, s*
353 8 45,23 r=-0,9931
9 35,63 Sy =0,0850
12 22,07 tos = 5,61 dni
tO,l =0,85 dni
15 15,78 n=8
0 100,0 a+ Aa=-(0,2099 + 0,0092) , doba™
1 85,11 S.=3,610°
2 69,63 Sp = 0,0247
6 29.35 k+ Ak = (2,43 £0,10) - 10, s*
363 8 20,75 r =-0,9992
9 15,37 Sy=0,0741
to’5 = 3,30 dni
12 8,12 to1 = 0,50 dni
n=7
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Rycina32.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f{(t) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w fazie statej
przy RH = 0%, w temperaturze 363 K, 373 K, 383 K i 393 K.
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Rycina 33.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢ [%] = f(t) reakcji rozktadu siarczanu cetkwinomu w fazie statej
przy RH 76,4%, w temperaturze 333 K, 343 K, 353 K i 363 K.
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Wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza na rozktad ceftiofuru sodowego i siarczanu
cefkwinomu w fazie statej

Wplyw wilgotno$ci wzglednej powietrza na trwatos¢ ceftiofuru sodowego badano
w temperaturze 363 K, natomiast siarczanu cefkwinomu, w temperaturze 343 K. Do
uzyskania odpowiedniej wilgotnosci wzglednej powietrza zastosowano nasycone roztwory
soli nieorganicznych:

e azotanu sodu, RH ~66,5%

e chlorku sodu, RH ~76,4%

e siarczanu cynku, RH ~90,0%

Zmiany st¢zenia badanych cefalosporyn w podanych powyzej warunkach przedstawiono
w tabelach 38 — 39 i na rycinach 34 — 35.

Tabela38.  Zmiany stezenia ceftiofuru sodowego przy RH 66,5%, RH 76,4%, RH 90%,
w temperaturze 363 K

RH [%] t [min] c [%] Parametry kinetyczne
0 100,00 a+ Aa = -(0,0053 + 0,0008), min*
20 92,22 S, =0,0003
40 81,78 b+ Ab =4,5739 + 0,0963
66.5 60 68,12 Sp = 0,0394
’ 90 55,31 k+ Ak = (8,89 + 1,32) - 10°, s
120 48,02 r=-0,9891; S, = 0,0708
180 35,16 tos= 2,16 h; t; = 0,33 h
240 29,72 n=38
0 100,00 a+ Aa =-(0,0067 + 0,0013), min*
20 71,84 S, = 0,0005
40 68,52 b+ Ab=4,4870+0,1151
6.4 60 56,83 Sp = 0,0470
’ 80 50,51 k+ Ak =(1,12+0,22)-10% s*
100 42,43 r=-0,9807; S, = 0,0741
120 39,63 tos= 1,72h,t;= 0,26 h
150 34,98 n=238
0 100,00 .
20 62,20 atAa= '(0,0099 + 0,001 5), min
40 53,85 Sa = 0,0006
50 4199 b+ Ab=4,4154 +0,1451
90,0 80 35.89 $=00613 =
: 100 5788 k+ Ak = (1,65 +0,25)- 10 s
120 5507 r =-0,9856; S, = 0,0998
! t05: 1,16 h, t01:O,18h
140 22,14 ' n=g
160 17,61
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Tabela 39.

Zmiany st¢zenia siarczanu cefkwinomu przy RH

w temperaturze 343 K

66,5%, RH 76,4%, RH 90%,

RH [%] t [doby] c [%] Parametry kinetyczne
0 A + Aa = -(0,058 + 0,009), min™
L 97,15 a = ,009), min
2 78,10 S, =0,0038
6 64.98 S, =0,0317
66,5 8 59'63 k+ Ak =(6,74+1,07)- 107, s*
9 55.84 r=-0,9874; S, = 0,0540
12 47,85 tos = 11,90 dni; to = 1,81 dni
3 n - 8
15 41,35
0 100,00 £ A3 = (0,0700 £ 0,0062), mirr®
1 93,21 a =-, R , min
2 87,32 S, =0,0025
6 67.01 S, =0,0211
76,4 8 58'32 k+Ak=(8,14+0,72)- 107, s
9 50,12 r=-0,9961; S, = 0,036
12 41'25 tos = 9,85 dni; to1 = 1,50 dni
3 n - 8
15 36,32
0 100,00 £ A3 = (0,1523 £ 0,0139), mirr®
1 82’35 a =-, 5 , Min
2 65,30 S, = 0,0057
6 41.25 S, =0,0613
90,0 8 33'11 k+Ak=(1,76 £ 0,16) - 108, s
9 24.85 r=-0,9958; S, = 0,0816
12 14.36 tos = 4,56 dni; ty; = 0,69 dni
3 n - 8
15 9,85
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Zmiany stezenia ceftiofuru sodowego przy RH 66,5%, RH 76,4%, RH 90%, w temperaturze
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Rycina 35. Zmiany stezenia siarczanu cefkwinomu przy RH 66,5%, RH 76,4%, RH 90%,
w temperaturze 343 K.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

Jednym z warunkéw bezpiecznej farmakoterapii jest odpowiednia jakos$¢ leku oraz jego
trwalos¢. Jest to takze warunek skutecznej farmakoterapii zwierzat. W badaniach trwatosci
wykorzystuje si¢ testy stresowe, przyspieszone oraz dlugoterminowe. Testy przyspieszone
oraz dlugoterminowe sa szeroko stosowane w przemys$le farmaceutycznym do ustalenia
okresu waznosci leku, czyli okresu, w ktorym lek moze by¢ stosowany przez pacjenta.
W badaniach naukowych czg$ciej stosuje sig testy stresowe, pozwalajace oceni¢ podatnosé
badanej substancji na zmiany pod wplywem zastosowanych czynnikow destrukcyjnych,
takich jak: stezenie jonow wodorowych, $wiatto, rodzaj i stezenie sktadnikéw buforu, sita

jonowa oraz wilgotno$¢ wzgledna powietrza i temperatura.

Cefalosporyny, stosowane u ludzi, a takze u zwierzat, sa podatne na rozktad pod wplywem
czynnikow fizycznych 1 chemicznych w roztworach wodnych 1 w fazie statej. Szybkos¢
I kierunek procesu degradacji zalezy w duzym stopniu od budowy chemicznej cefalosporyn,
a powstajace produkty rozktadu najczesciej nie wykazuja aktywnosci bakteriobojczej,
a czgsto sa odpowiedzialne za ich dzialania niepozadane. Prawidlowo przeprowadzone
badania trwato$ci potwierdzaja, ze lek zachowa pelna skutecznos¢ do konca okresu jego
waznosci.

Celem moich badan bylo okreslenie trwatosci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu
cefkwinomu w roztworach wodnych oraz w fazie statej. Obie cefalosporyny sa przeznaczone

do stosowania u zwierzat.

Zaplanowane badania trwatos$ci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cefkwinomu obejmowaty:
e opracowanie 1 walidacj¢ metody HPLC odpowiedniej do badania trwato$ci
w roztworach wodnych 1 w fazie stalej
e okreslenie kinetycznego mechanizmu rozktadu w roztworach wodnych i fazie statej
e oceng trwatosci w roztworach wodnych, w warunkach ogolnej 1 wlasciwej katalizy

kwasowo-zasadowej
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e oceng trwatoSci w roztworach do podania parenteralnego
e oceng trwatos$ci w fazie stalej, obejmujaca wptyw temperatury w atmosferze powietrza
o wilgotnosci wzglednej 0% 1 76,4% oraz wptyw wilgotnosci wzglednej powietrza
Przeprowadzone badania trwatosci pozwolily na wyznaczenie obserwowanych statych
szybkosci reakcji rozktadu w podanych warunkach, na opisanie zaleznosci log kyn = f(pH)
odpowiednimi rOwnaniami, a takze na wyznaczenie parametrow termodynamicznych reakcji

rozktadu w fazie state;.
Metoda analityczna

Ocena trwalosci substancji do celow farmaceutycznych jest mozliwa wowczas gdy
w badaniach zostana zastosowane odpowiednie metody analityczne, umozliwiajace Sledzenie
zmian st¢zenia substratu w obecno$ci powstajacych produktow rozktadu, czesto o zblizonej
budowie chemicznej. Metody stosowane w badaniach trwato$ci musza by¢ uprzednio
zwalidowane.

W badaniach trwatos$ci ceftiofuru sodowego 1 siarczanu cetkwinomu zastosowano metodg

HPLC, o parametrach rozdzielenia opisanych w rozdziale 4.4.

Przeprowadzona walidacja metod wykazata, Ze sa one:

e selektywne — umozliwiaja oznaczenie zmian stezenia ceftiofuru sodowego i siarczanu
cefkwinomu w roztworach wodnych i w fazie statej, w obecnosci powstajacych
produktow rozktadu

e liniowe w badanych zakresach st¢zen (0,04 — 0,30 mg/ml)

o ceftiofur sodowy; y = (3,50 + 0,17) -10” - x; r = 0,9982; n = 10; tabela 11
o siarczan cefkwinomu; y = (7,65 + 0,26)-107 -X; r=0,9988; n = 10; tabela 12
e precyzyjne; wartosci RSD < 5%
o ceftiofur sodowy; RSD = 0,95% — 1,96%
o siarczan cefkwinomu; RSD =1,01%
e czule, bowiem mozliwe jest rejestrowanie wartosci mierzonej przy niewielkiej zmianie

warto$ci oznaczanej
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Trwatos¢ ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych

Badania trwatosci ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych
polegaly na:
e wyznaczeniu obserwowanych stalych szybkos$ci reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego
w temperaturze 323 K, w zakresie pH od 0,44 do 13,57 oraz siarczanu cefkwinomu
w temperaturze 343 K, w zakresie pH od 0,45 do 13,37
e wyznaczeniu statych kpn, charakteryzujacych wlasciwa kataliz¢ kwasowo-zasadowa
e opisaniu zaleznosci log kon = f(pH) odpowiednim rownaniem kinetycznym
e obliczeniu katalitycznych statych szybkosci reakcji czastkowych.
Badania prowadzono przy statej wartosci sity jonowej (1 = 0,50 mol/l).
W roztworach wodorotlenku sodu, badania prowadzono w nizszych temperaturach,
a nastgpnie uzyskane wyniki ekstrapolowano do temperatury 323 K (ceftiofur sodowy) lub

343 K (siarczan cefkwinomu).

Obserwowane state szybkosci reakcji

Obserwowane state szybkosci reakcji pseudopierwszego rzedu wyznaczono metoda HPLC
z rownania In Py = In Py — Kops x t. Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) byly prostoliniowe.
Dla kazdej prostej wyznaczono parametry kinetyczne reakcji, stosujac arkusz kalkulacyjny

Excel.
Ogdlna kataliza kwasowo-zasadowa

Na szybkos¢ rozktadu zwiazku w roztworach wodnych moze wplywac nie tylko st¢zenie
jonéw wodorowych i wodorotlenowych, ale takze rozpuszczalniki i skladniki roztworow
buforowych. Jezeli przy stalej wartosci pH 1 sity jonowej, przy rdznych stgzeniach
sktadnikow buforow, szybkos¢ reakcji zmienia si¢ ze zmiang st¢zenia buforu, mamy wowczas
do czynienia z ogdlna kataliza kwasowo-zasadowa. Aby potwierdzi¢ badz wykluczy¢
wystepowanie ogoélnej katalizy kwasowo-zasadowej (w roztworach buforowych —
octanowym, fosforanowych i boranowym), wyznaczono obserwowane stale szybkosci
rozktadu dla 3 lub 4 stezen skladnikéw danego buforu, przy skrajnych wartosciach pH,
zachowujac stata wartos¢ sity jonowej rowna 0,50 mol/l. Dla wykluczenia badz potwierdzenia

wystgpowania ogolnej katalizy kwasowo-zasadowej, zastosowano test rownolegtosci.

Stwierdzono, ze efekt katalityczny wykazuja:
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e skladniki buforu fosforanowego (pH 1,54 — 2,95) — ceftiofur sodowy, siarczan
cefkwinomu
e sktadniki buforu octanowego (pH 3,66 — 5,47) — siarczan cefkwinomu

e sktadniki buforu boranowego (pH 7,52 — 10,48) — siarczan cefkwinomu

Zatem wyznaczone obserwowane stale szybkos$ci reakcji rozktadu w powyzej podanych
buforach i zakresach pH sa rowne:
Kobs = ka + Kg:[B]r
gdzie:
ko stata szybkosci reakcji rozktadu charakteryzujaca wlasciwa katalizg kwasowo-zasadowa

Kg stata szybkosci reakcji rozktadu, opisujaca efekt katalityczny sktadnikéw buforu

[Blr catkowite stezenie sktadnikow buforu

Celem wyznaczenia wartosci kpn 1 Kg, wykonano wykresy Kqps = f([B]r), ktore byly
prostoliniowe (Rycina 36 — 39). Nachylenie tych wykresow (@) jest rowne warto$ci
kg, charakteryzujacej efekt katalityczny sktadnikow danego buforu, natomiast odcinek rzednej

dla [B]y = 0 odpowiada wartosci kpn, Charakteryzujacej wiasciwa kataliz¢ kwasowo-

zasadowa.
6,E-06
5,E-06
= 4,E-06 £y
%) 1
= 3,E-06
-g /
~ 2,E-06
1,E-06
0,E+00
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
B; [mol/I]
epH154 mpH2.53 4pH2.95
Rycina 36. Wykresy zaleznosci kops = F([B]r) reakcji rozkladu ceftiofuru sodowego w buforze

fosforanowym (pH 1,54 — 2,95), w temperaturze 323 K.

92 Agnieszka Dothan: Ocena trwatosci wybranych cefalosporyn do uzytku weterynaryjnego



Rycina 37.

Rycina 38.

Rycina 39.
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Wykresy zalezno$ci kops = f([B]t) reakcji rozkiadu siarczanu cefkwinomu w buforze
fosforanowym (pH 1,54 — 2,95), w temperaturze 343 K.

8,00E-05
6,00E-05
w
S 4,00E-05
X
2,00E-05
0,00E+00

//>//I
//T/_
E/ o & A y
e D
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

#pH3,66 ®pH 3,97

ApH4,45 @pHS5,01 pH5,47

Wykresy zalezno$ci kgps =

f([B]y) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze

octanowym (pH 3,66 — 5,47), w temperaturze 343 K.
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Wykresy zaleznos$ci kgps =

f([B]y) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w buforze

boranowym (pH 7,52 — 10,48), w temperaturze 343 K.
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W buforze fosforanowym (pH 1,54 — 2,95)
kg [B]r = Knzpo, [HsPO4] + Kn,po,- [H2PO4]
Po podzieleniu stron powyzszego réwnania przez [B]y otrzymano
ke = kH3PO4 fH3PO4 + kH2P04' fH2P04'
gdzie:
stpo y szpo v oznaczaja odpowiednio utamki stezen kwasu fosforowego i jondw diwodorofosforanowych
W roztworze.

fuzpo, + frpo,~ = 1
fiagpo, = ar+/(an+ + Kar) = 1/(1 + 100 Par))
fupo,~ = Kat/(an+ + Kar) = /(1 + 10PKa1 ~PH)
stad

kH3POA [H+] + kHzPOZ Ka

kobs=ka+BT n
[H ]+ Ka

W buforze octanowym w zakresie pH 3,65 — 5,48

kg = Kemacoon feracoon + Kengcoo fengcoo-

ferngcoom + fergcoo- =1

zatem,

Kcracoon [H' ] + Kepscoo- Ka
[H+] + Ka

Kobs = ka + BT

W buforze boranowym, w zakresie pH 7,49 — 10,70

Ke = Knz0, fHiBo, + Kpo; fBo;
frggog * fpo;= 1
a zatem,

kH3BO3[H+] + kBO'z Ka
[H+] + Ka

Kobs = ka + Bt
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Z odpowiednich réwnan wyznaczono katalityczne stale szybkosci opisujace efekt katalityczny

poszczegolnych sktadnikow buforow. State te wynosza odpowiednio:

Ceftiofur sodowy Siarczan cefkwinomu
Kigpo, = 1.02 - 10 Imol™ s
Kipo,~ = 8.09 - 10° I mol™ s
kH3PO4 = 1,08 | mOI_l 5_1 kCH3COOH =4.64 '10_5 | mOI_l 5_1
Kppo, - = 1,66 I mol™ s Ken,coo- = 6.76- 10 I mol™ s
2774 3
Ki,o, = 5.97 - 10° I mol™* s

Keo,~ = 1.43 - 10* I mol?ts?

W pozostatych badanych roztworach wystgpowata wlasciwa kataliza kwasowo-zasadowa,

czyli w tych roztworach Kops = Kph.

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa

Do interpretacji wplywu pH na trwatos¢ ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu

wykorzystano wyznaczone warto$ci Kpn.
Ceftiofur sodowy (CFT)

Wykres zaleznosci log kpn = f(pH) dla ceftiofuru sodowego (Rycina 40) wskazuje,
ze w roztworach wodnych, przy zerowym stgzeniu sktadnikow buforow, mozliwe sa

nastgpujace reakcje:

e hydroliza monokationéw i jonéw obojnaczych CFT katalizowana jonami

wodorowymi (ky+ i kK’ y+)

T

CFT"+H" — Produkty, ky.
T

CFT™+H" — Produkty, kK’

e spontaniczna hydroliza monoanionéw CFT pod wptywem wody (k,0)

H,0

CFT — Produkty, kHZO

e hydroliza monoanionow CFT katalizowana jonami wodorotlenowymi (Kon-)

. . Hp0 )
CFT + OH —= Produkty, Kou
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Catkowita szybkos$¢ reakcji jest rowna sumie czastkowych stalych szybkosci powyzszych
reakcji:
Kon = Ku+ apsfr + Koyt ap+fo + kH20f3 + Kon- aon-fa
gdzie:
apt i aoy- — aktywno$¢ jonéw wodorowych i wodorotlenowych

f1-f3 — utamki stezen monokationow (f;), jonow obojnaczych (f;) i monoanionow (f3) CFT

001E+00

-1
Kons S

1 000E-04

100E-04

010E-04

001E-04

1 000E-08

100E-08

OlOE_Og T T T T T T 1
000 002 004 006 008 010 012 pH 014

Rycina 40. Potlogarytmiczna zaleznoé¢ kyy = f(pH) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach
wodnych, w temperaturze 323 K. Punktory — wartosci do$wiadczalne, linia ciagta — profil
teoretyczny.

Wartosci fi—f; wyznaczono uwzgledniajac wartosci pK, ceftiofuru sodowego odpowiednio:
1,70 i 2,62 (323 K) [100]. Utamki stezen poszczegdlnych form ceftiofuru sodowego jako

funkcje pH przedstawiono na rycinie 41.
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Rycina 41. Utamki stezen poszczegolnych form jonowych ceftiofuru sodowego w temperaturze 323 K.

Katalityczng stata szybkosci reakcji kon- obliczono z zaleznosci kpn = f(aon-), uwzgledniajac
wartosci kpy z zakresu pH powyzej 5, w ktorym f;—1. Wykres kpy = f(aon-) jest
prostoliniowy o nachyleniu dodatnim, réwnym kou- (kon- = 1,67 + 0,11 mol™ | s?)

(Rycina 42).
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Rycina 42. Wykres zaleznos$ci kpy = f(aon-) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach wodnych,
w temperaturze 323 K.

W zakresie pH 0,44 — 1,54, f; + f, —> 1, zatem

ka = kH+ aH+f1 + k’H"' aH+f2
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Wykres kpn/ay+ = f(f2) jest prostoliniowy (Rycina 43). Wyznaczona wartos$¢ kpp/aq+ dlaf, = 1

odpowiada katalitycznej statej szybkosci hydrolizy monokationu CFT katalizowanej jonami

wodorowymi ky+ (kp+ = 1,48-10° mol™ | s, natomiast dla f, = 0 katalitycznej stalej

szybkosci

hydrolizy jondéw obojnaczych CFT katalizowanej jonami

Ku+ (Kp+ = 1,77-10* I'mol *.s™).

wodorowymi
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Rycina 43.

Wykres zaleznosci kypu/ay+ = f(f;) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w roztworach
wodnych, w temperaturze 323 K.

Wartos$¢ kHZO (kHZO =202 10° S'l) zostata wyznaczona z zakresu pH 3,65-6,78, jako warto$¢

Srednia z zalezno$ci

Ko = Kpr — (Kp+ anefy + kKp+ an+f + Kon-aon-fs) = kn,ofs

Siarczan cefkwinomu (CFQ)

Wykres zaleznosci log kpny = f(pH) siarczanu cefkwinomu (Rycina 44) wskazuje,

ze w roztworach wodnych, przy zerowym stgzeniu sktadnikow buforow, mozliwe sa

nastgpujace reakcje:

e hydroliza di- i monokationu CFQ katalizowana jonami wodorowymi (Ky+ i k’y+)

2+ + HEO +
CFQ®" + H" — Produkty, ky

+ + HZO +
CFQ"+H" — Produkty, k’y
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e spontaniczna hydroliza monokationow i jonow obojnaczych CFQ pod wptywem wody

(Ki,0 1k’H,0)

. H,0

CFQ — Produkty, kHZO
. H,0

CFQ™ — Produkty, k,HZO

e hydroliza czasteczek CFQ katalizowana jonami wodorotlenowymi (koy-)

. Hy0 .
CFQ + OH — Produkty, kon

Calkowita szybko$¢ reakcji jest rowna sumie czastkowych statych szybkosci powyzszych

reakcji:
Kpn = K+ apefy + Kop+ an+fo + Ko f3 + khoofs + Kow- aon-
1 000E-04
100E-04
010E-04
)
001E-04
1 000E-08 ; ; ; ; T T i
000 002 004 006 008 010 012 014
Rycina 44. Potlogarytmiczna zalezno$¢ kpy = f(pH) reakceji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach
wodnych, w temperaturze 343 K. Punktory — wartosci do$wiadczalne, linia ciagta — profil
teoretyczny.
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W obliczeniach uwzgledniono wyznaczone wartosci pK, wynoszace odpowiednio: 2,75, 3,75
1 7,54. Na rycinie 45 przedstawiono utamki stezen poszczegoélnych form CFQ jako funkcje
pH.

—o—f1

—o—f2

——1f3

—-—f4

0 2 4 6 8 10 12 PH

Rycina 45. Utamki stgzen poszczegdlnych form jonowych siarczanu cefkwinomu w temperaturze 343 K.

Katalityczng statg szybkosci reakcji kon- obliczono z zaleznosci kpn = f(aon-), uwzgledniajac
wartosci kpn z zakresu pH powyzej 6. Wykres kyn = f(aon-) jest prostoliniowy o nachyleniu
dodatnim, rownym kon- (kon- = 1,91 + 0,14 mol™ I s*) (Rycina 46).

kOOE—O4

pH
090E-04 /
080E-04

070E-04

060E-04
050E-04

040E-04

030E-04

020E-04

*
010E-04
0 000E+00 :/ T f f T

doy-
0 O0OE+00 010E-04 020E-04 030E-04 040E-04 050E-04

Rycina 46. Wykres zaleznosci Ko = f(aon-) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach
wodnych, w temperaturze 343 K.
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W zakresie pH powyzej 6, f3 + f, — 1, zatem
Kon = K0 f3 + k’n,0 fa + Kon- aon-
Warto$¢ kon- zostala wyznaczona z zaleznosci ko = f(aon-), zatem

k’pH = ka — (kOH'aoH') = kHZO f3 + k,HZO f4

Wykonano wykres k’py = f(fs), uwzgledniajac wartosci k’pn w zakresie pH powyzej 6.
Wykres ten jest prostoliniowy (Rycina 47), a odcinek rzednej dla f; = 1 odpowiada stalej
kK’h,0 (K'ho = 2,24-10"* s™1), natomiast stala szybkosci spontanicznej hydrolizy pod wptywem
wody monokationow CFQ obliczono jako warto$¢ $rednia z zaleznoS$ci:

Ki,0 = Kph — (Kow- 8on- + K’hy04) = 3,10-10° s

003E-04
Ko

003E-04

002E-04
002E-04
001E-04 /

5 000E-08 o

0 000E+00 f/ | | | | |

0 0,2 0,4 0,6 08 f, 1

Rycina 47. Wykres k’py = f(fs) reakcji rozkladu siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych,
w temperaturze 343 K.

W zakresie pH do ok. 6
k’pH = ka — (kOH' doq- T+ kH20f3 + k’H20f4) = kH+aH+f1 + k’H+aH+f2
Wykres k’pn/ap+ = f(f2) jest prostoliniowy (Rycina 48), odcinek rzgdnej dla f; = 1 odpowiada

katalitycznej statej szybkosci rozktadu kationow CFQ katalizowanej jonami wodorowymi

(Kp+ = 2,37 102 mol™ | s1), natomiast wartos¢ k’pn dla f, = 0 odpowiada katalitycznej
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szybkosci reakcji rozktadu dikationow CFQ katalizowanej jonami wodorowymi
(ky+ = 1,44 10" mol™ 1 7).

200E-04

K'ou/ay+

150E-04

100E-04

050E-04

0 000E+00 ; ; ; ; T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

f
2 06

Rycina 48. Wykres k’pufayt = f(f,) reakeji rozktadu siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych,
w temperaturze 343 K.

Wyznaczone katalityczne state szybkosci poszczegdlnych reakcji czastkowych ceftiofuru
sodowego i siarczanu cefkwinomu wykorzystano do obliczenia profili log kpn = f(pH).
Obliczone profile przedstawiono na rycinach 40 i 44 linig ciagla, natomiast wartosci kpn
wyznaczone do$§wiadczalnie zaznaczono punktorami. Uzyskana zgodnos¢ profili obliczonych
z profilami do$wiadczalnymi, potwierdza, ze zastosowano prawidtowe réwnania opisujace

wlasciwa katalize kwasowo-zasadowa dla obu badanych zwiazkow.

Podsumowujac badania ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych,
mozna stwierdzic¢, ze:
o rozktad obu zwiazkéw zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pseudopierwszego rzedu
e w reakcji rozktadu obu zwiazkéw ma miejsce ogolna i wlasciwa kataliza kwasowo-
zasadowa
o efekt katalityczny wykazuja sktadniki buforu fosforanowego kwasowego (ceftiofur
sodowy i siarczan cefkwinomu) oraz skladniki buforu octanowego i boranowego

(siarczan cefkwinomu)
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e ceftiofur sodowy jest najbardziej trwaly w warunkach wiasciwej katalizy kwasowo-
zasadowej w roztworach o pH od ok. 2 do ok.7, natomiast siarczan cefkwinomu

w roztworach o pH od ok. 3 do ok. 5,5.

Trwatos¢  ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w powszechnie stosowanych
rozpuszczalnikach do iniekcji

Badania trwatosci ceftiofuru sodowego i1 siarczanu cetkwinomu przeprowadzono w 11
roztworach do podania parenteralnego (Tabela 6). Badania prowadzono w temperaturze
pokojowej (293 K), 2-8°C (~279 K) oraz -20°C (253 K). Uzyskane wyniki przedstawiono
w tabelach 30 — 33. W przeprowadzonych badaniach trwato$ci w wybranych roztworach do
podania parenteralnego jako trwate uznawano roztwory, w ktorych ubytek st¢zenia substratu
nie przekraczat 10% wartos$ci poczatkowej. W przypadku stwierdzenia zmian w wygladzie
roztworu, badanie przerywano.

Stwierdzono, ze ceftiofur sodowy w roztworach do podania parenteralnego,
przechowywany w temperaturze pokojowej jest najbardziej trwaty w wodzie do iniekcji oraz
w roztworze Ringera. W roztworach tych po 23 dniach badania stwierdzano 91,92% i 92,60%
ceftiofuru sodowego w odniesieniu do wartosci poczatkowej 100%. W ptynie fizjologicznym
wieloelektrolitowym izotonicznym, ptynie pediatrycznym wyréwnawcezym, w  0,9%
roztworze chlorku sodu, 5% roztworze glukozy i mieszaninie 5% roztworu glukozy i 0,9%
roztworu chlorku sodu (1:1) badanie w temperaturze pokojowej przerwano po 2 dniach,
Z uwagi na zmgtnienie roztworu. W pozostaltych badanych roztworach przechowywanych
w temperaturze pokojowej, ceftiofur sodowy zachowuje odpowiednia trwatos¢ do 6 dni.

W temperaturze 279 K ceftiofur sodowy wykazywat odpowiednia trwato$¢ podczas 28
dni badania we wszystkich roztworach, przy czym najmniejszy ubytek substratu
obserwowano w ptynie pediatrycznym wyréwnawczym i 0,9% roztworze chlorku sodu.

W przypadku siarczanu cefkwinomu, w temperaturze pokojowej badania prowadzono
6 dni i1 stwierdzono, ze badany zwiazek jest najbardziej trwalty w 0,9% roztworze chlorku
sodu (99,84% po 6 dniach badania) oraz najmniej trwaty w 10% roztworze glukozy (75,34%
po 6 dniach badania). Siarczan cefkwinomu po 6 dniach przechowywania mozna uzna¢ za
trwaly w wodzie do iniekcji (91,93%), w ptynie fizjologicznym wieloelektrolitowym

izotonicznym (92,13%) oraz w mieszaninie 5% roztworu glukozy i 0,9% roztworu chlorku
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sodu (91,01%). W temperaturze 279 K siarczan cefkwinomu zachowywat odpowiednia
trwatos¢ do 9 dni we wszystkich badanych roztworach.

Roztwory ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w roztworach parenteralnych,
przechowywane w temperaturze 253 K byly trwate, po 30 dniach przechowywania nie
stwierdzono ubytku zawartosci badanych cefalosporyn powyzej 10%. Badane cefalosporyny
w plynie pediatrycznym wyréwnawczym nie ulegaly rozktadowi i po 30 dniach badania ich

stezenie nie roznito si¢ istotnie od stezenia poczatkowego [101].
Trwatosé¢ ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w fazie statej

Badania wptywu temperatury przy wilgotnosci wzglednej powietrza 0%, prowadzono
w temperaturze 353 K, 363 k, 373 K i 383 K (ceftiofur sodowy) lub w temperaturze 363 K,
373 K, 383 K 1 393 K (siarczan cefkwinomu). Badania wplywu temperatury przy
podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza (76,4%) prowadzono w temperaturze 333 K,
343 K, 353 K i 363 K. Wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza okreslono w temperaturze
363 K (ceftiofur sodowy) lub 343 K (siarczan cefkwionomu), w zakresie wilgotnosci
wzglednej powietrza od 66,5% do 90,0%.

Rozktad ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w fazie statej zachodzi zgodnie
z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. W czasie od to do t.,
warto$ci P; substratu malaty do zera.

Dla prostoliniowych wykresow In P; = f(t) obliczono metoda najmniejszych kwadratow
parametry réwnania y = axX + b. Wyznaczone stale szybkosci rozktadu postuzyly do
wyznaczenia zalezno$ci Arrheniusa w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej

powietrza 0% i 76,4%.

Ponizej przedstawiono zlogarytmowang posta¢ rOwnania Arrheniusa:

Inki=InA-a/T
gdzie:
k; — stala szybkosci reakcji [s™],
A — wspolezynnik czestotliwosei [s™7],
T — temperatura bezwzgledna [K],
a — nachylenie wykresu In k; = f(1/T), ma warto$¢ ujemna -a = E,/R

R — uniwersalna stata gazowa (8,3144 J-K ™ -mol™).

Wykonano potlogarytmiczne wykresy In k; = f(1/T) (Rycina 49 — 52). Po uwzglednieniu

obliczonych metoda najmniejszych kwadratow parametréow krzywej In k; = f(U/T),
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wyznaczono parametry termodynamiczne reakcji: energie aktywacji (Ea), entalpie (AH?)
i entropie (AS”) dla temperatury 298 K
Ea=-a-R [J'mol?]
AH” = E,— RT [J'mol™]
AS*=R - [In A — In (kg - T/h)] [J-K mol™]
gdzie:
kg — stata Bolztmana (1,380658 - 102 J -K™)

h — stata Plancka (6,626068 -10%* J - )
AH” i AS” obliczono dla temperatury 293 K.

Obliczone parametry termodynamiczne reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego i siarczanu
cefkwinomu przy wilgotnosci wzglednej powietrza 76,4% 1 0% przedstawiono w tabelach 40

—43.

Tabela 40. Parametry prostej In k; = f(1/T) i parametry termodynamiczne reakcji rozkladu
ceftiofuru sodowego w fazie statej, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 76,4%

Parametry rownania

an® 1
TIK] | UT-10 k+ Ak, s In k= f(1/T)

Parametry termodynamiczne

363 2,75 (1,12+0,22) 10 .
a+Aa=(-10,9+0,2)10

- . -1
353 2,83 (5,26 +0,30) 10° S, =563,2 E.=90,7 20,1 [kJ - mol™]
biAb=210270:S =1 | AF ~883+201 [k mol’]
5 = > > ’ b = 1
343 2,92 (1,76 + 0936) 10 r= _0,9973' Sy - 011 AS# - _70’3 + 57’9 [J 'K-l 'mOl-l]
333 3,00 (7,95 +0,32) 10°® n=4
1,00E-03 -
1,00E-04 -
o
K3
1,00E-05 -
1,00E-06 . . | , | |
2,6E-032,6E-032,7E-032,7E-032,8E-032,8E-032,9E-03
1/TIKY]
Rycina 49. Zalezno$¢ Arrheniusa dla reakcji rozkladu ceftiofuru sodowego w atmosferze

powietrza o wilgotnos$ci wzglednej 76,4%.
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Parametry prostej In ki = f(1/T) i parametry termodynamiczne reakcji rozktadu

Tabela 41.
ceftiofuru sodowego w fazie statej, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 0%
103 1 Parametry rownania .
TIK] | /T-10 k+ Ak, s In k; = f(1/T) Parametry termodynamiczne
383 | 261 | (205+028)10° | a*Aa=(-120+04) 10’
- _ ) -1
373 2.68 (643 + 0.96) 107 S, =1023,9 E.=99,4 + 36,6 [k] - mol™]
b+Ab=18,0+12,0;S,=28 | AH*=97,0+36,7 [kJ - mol]
7

363 |2 ) (334207110 r=-0,9927; S, = 0,2 AS*=-95,1499.7 [J K™ -mol”]
353 2,83 (1,33 +0,37) 107 n=4

1,00E-05 -~

o

=

1,00E-06 -

€ 2
1,00E-07 T T T T T i
2,55E-032,60E-032,65E-032,70E-032,75E-032,80E-032,85E-03
1/7 [K*]
Rycina 50. Zalezno$¢ Arrheniusa dla reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego przy wilgotnosci wzglednej

powietrza 0%.
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Tabela 42. Parametry prostej In k; = f(1/T) i parametry termodynamiczne reakcji rozkladu siarczanu
cefkwinomu w fazie stalej, w warunkach statej wilgotnosci wzglednej powietrza 76,4%
103 1 Parametry rownania .
TIK] | U/T-10 k£ Ak, s In k; = f(1/T) Parametry termodynamiczne
363 2,75 (2,43 +0,10) 10° a+Aa=(-7,5+1,0) 10%;
= . 2 = . -1
353 | 283 | (143+0.17)10° S.=3.8-10 Ea=62.3 %134 [kI - mol’]
b+Ab=7,7+3,0;S,=1,1 AH* = 59,8 + 15,9 [kJ - mol"]
-7

343 2,92 (8,14+0.72) 10 r=-0,9975; S, = 0,1 AS? =-180.4 + 38,6 [J K™ ‘mol™]
333 3,00 (3,73 £ 0,36) 10”7 n=4

1,E-05

\
1,E-06 ——
-
1,E-07
1,E-08
0,0027 0,00275 0,0028 0,00285 0,0029 0,00295 0,003 0,00305
1/T[K]
Rycina 51. Zalezno$¢ Arrheniusa dla reakcji rozkladu siarczanu cefkwinomu w atmosferze

powietrza o wilgotnosci wzglednej 76,4%.
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Tabela 43. Parametry termodynamiczne i parametry prostej In k; = f(1/T) reakcji rozktadu siarczanu
cefkwinomu w fazie stalej, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 0%

103 1 Parametry rownania .
TIK] | U/T-10 k£ Ak, s In k; = f(1/T) Parametry termodynamiczne
393 2,54 (2,91 £0,46) 10 a+Aa=(-1,6+0,5) - 10"
= . 3 = . 1
383 261 (14820.14) 10° S.=1,9-10 E.=133,1 + 68,2 [kJ - mol™]
b+Ab=282+14,0;S,=50 | AH"=130,6+ 70,6 [kJ - mol]
-7
373 2,68 (5,13£0,39) 10 r=-0,9861;S,=0,3 AS? =-10,5 + 180,5 [J K™ ‘mol™]
363 2,75 (1,00 +0,32) 107 n=4
1,E-05
‘\
\
1,E-06 —-—
‘z \’
-
1,E-07
1,E-08
0,0027 0,00275 0,0028 0,00285 0,0029 0,00295 0,003 0,00305
1/T [K]
Rycina 52. Zalezno$¢ Arrheniusa dla reakcji rozktadu siarczanu cetkwinomu w fazie stalej, przy

wilgotnos$ci wzglednej powietrza 0%.
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Najnizsza energi¢ aktywacji wykazuje reakcja rozkladu siarczanu cefkwinomu w obecnosci
wilgotnosci wzglednej powietrza 76,4%, natomiast najwyzsza reakcja rozktadu tego zwiazku

przy wilgotno$ci wzglednej powietrza 0%.

Energia aktywacji reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego przy RH = 0% i RH = 76,4% nie
rézni si¢ istotnie (Ba ru = 0% = 99,4 [kJ - mol™], Ea ru = 764% = 90,7 [kJ - mol™]), co
potwierdzono testem rownoleglosci: top = 1,33 < to05= 2,78.

W przypadku siarczanu cefkwinomu stwierdzono, ze warunki przechowywania maja
istotny wptyw na jego trwato$¢, gdyz wartosci nachylenia wykresow In ki = f(1/T) dla RH =
0% 1 RH =76,4% rbznia sig istotnie: top = 4,12 > tg95= 2,78.

Nie stwierdzono istotnych réznic we wptywie temperatury na szybko$¢ rozktadu badanych
cefalosporyn w atmosferze powietrza 0%: top = 1,63 < to0s= 2,78, natomiast wplyw taki byt

obserwowany przy wilgotno$ci wzglednej powietrza 76,4%: topi = 5,19 > tg05= 2,78.

Dla obu zwiazkow w warunkach badania w fazie stalej obserwuje si¢ ujemne entropie
aktywacji. Entropia aktywacji, czyli r6znica stanu przejsciowego danej reakcji oraz jej stanu
poczatkowego nie zalezy od poczatkowej energii aktywacji. Jezeli w stanie przejsciowym
mozliwo$é ruchéw jest ograniczona lub zahamowana, wowczas AS™ maleje i przyjmuije
bardziej ujemne warto$ci, im silniej jest ograniczona swoboda ruchow reagentéw
w kompleksie aktywnym. Ujemne entropie aktywacji sa charakterystyczne dla reakcji
dwuczasteczkowych, podczas ktorych dwie czasteczki tacza si¢ w jeden kompleks aktywny.
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Wphyw wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatosé¢ ceftiofuru sodowego i siarczanu
cefkwinomu

Wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza na trwato$¢ ceftiofuru sodowego 1 siarczanu
cefkwinomu okreslono z zaleznosci In ki = a (RH %) + b. Warto$¢ nachylenia a wykresu
In ki = f(RH, %) okresla wptyw wilgotnosci wzglednej powietrza na trwalos¢ badanych
zwiazkow (Tabela 44 — 45; Rycina 53 — 54).

Tabela 44. Ocena statystyczna prostej In ki = flRH%) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w fazie statej,
w temperaturze 363 K

1 Ocena statystyczna prostej
Lp. RH [%] k[s7] In k; = f(RH%)
1 90,0 1,65 x 10™ a+Aa=0,0264 = 0,0062
S, =0,0014
4 b+Ab=-11,09 £ 0,48
2 76,4 1,12 x 10 S,=0,1126
r=-0,9985; S, = 0,024
3 66,5 8,89 x 10° n=3

Tabela45.  Ocena statystyczna prostej In k; = flRH%) reakcji rozktadu siarczanu cefkwinomu w fazie
statej, w temperaturze 343 K

4 Ocena statystyczna prostej
0 Al
Lp. RH [%] k[s™] In k; = f(RH%)
1 90,0 176 x 10° a+Aa=-0,0604 + 0,4671
S, =0,0367
b £Ab =
-7
2 76,4 8,14 x 10 S, = 2,8760
r =-0,8545; S, = 0,6134
3 66,5 6,74 x 10 n=3

Z réwnania Arrheniusa wyznaczono warto$¢ stalej szybkosci reakcji rozktadu ceftiofuru
sodowego w temperaturze 363 K w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej 0%,
natomiast w przypadku siarczanu cefkwinomu w temperaturze 343 K. Ekstrapolowana
warto$¢ In kt - 363 k rRH = 0% poroOwnano z warto$cia ko statej szybkosci reakcji CFT
w temperaturze 363 K, przy RH 0%, natomiast CFQ In K 1 - 343 k, rRH = 0% W temperaturze

343 K przy RH = 0% (Rycina 53 — 54).
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Ryc. 53. Potlogarytmiczna zalezno$¢ k; = f(RH%) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w fazie statej,
w temperaturze 363 K, 1 — warto$¢ ko dla RH = 0% w temperaturze 363 K, 2 — warto$¢ Kags, rr = 0%
obliczonego z zaleznos$ci In k; = f(1/T).
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Ryc. 54. Potlogarytmiczna zalezno$é k; = f{RH%) reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego w fazie stalej,
w temperaturze 343 K, 1 — warto$¢ ko dla RH = 0% w temperaturze 343 K, 2 — warto$¢ Kasz, rr = 0%
obliczonego z zaleznosci In k; = f(1/T)

Wyznaczone z zaleznosci In k; = f(RH%) wartosci:

ko= 2,45 - 10° s, dla ceftiofuru sodowego w temperaturze 363 K

ko= 8,81 10®s™ dla siarczanu cefkwinomu w temperaturze 343 K

1 wyznaczone z zaleznosci In k= f(1/T) wartosci:

Kass k. RH=0% = 3,34 - 107 s dla ceftiofuru sodowego oraz

Kaas k. ru=0% = 9,46 - 10 s dla siarczanu cefkwinomu,

roznia sig istotnie i potwierdzaja odmienny mechanizm reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego
1 siarczanu cefkwinomu w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej 0% oraz

w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej, mimo iz kinetyczny
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mechanizm rozkladu obu zwiazkéw jest taki sam (reakcje pierwszego rzedu wzgledem
stezenia substratu).

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan mozna okres§li¢ optymalne warunki
przechowywania preparatow ceftiofuru sodowego oraz siarczanu cefkwinomu, pozwalajace
zachowac¢ pelng skutecznosc¢, trwato$¢ oraz bezpieczenstwo stosowania do konca okresu ich

wazno$ci.

112 Agnieszka Dothan.: Ocena trwafosci wybranych cefalosporyn do uzytku weterynaryjnego



6. WNIOSKI

1. Rozktad ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w warunkach hydrolizy oraz
w roztworach do podania parenteralnego zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji

pseudopierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.

2. W reakcji rozktadu ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w roztworach wodnych
wystepuje ogdlna 1 wlasciwa kataliza kwasowo-zasadowa, na ktora sktadaja sig: hydroliza
katalizowana jonami wodorowymi i wodorotlenowymi oraz hydroliza spontaniczna pod
wplywem wody, zalezne od tadunku substratu. Ceftiofur sodowy jest najbardziej trwaty
w zakresie pH od ok. 2 do ok. 7, natomiast siarczan cefkwinomu w zakresie pH od ok. 3 do
ok. 5,5.

3. Ceftiofur sodowy w powszechnie stosowanych roztworach do podania parenteralnego
przechowywanych w temperaturze pokojowej byl najbardziej trwaty w wodzie do iniekcji
oraz w roztworze Ringera, natomiast siarczan cefkwinomu w 0,9% roztworze chlorku

sodu.

4. Kinetyczny mechanizm rozktadu ceftiofuru sodowego i siarczanu cefkwinomu w fazie
stalej nie zalezy od warunkéw przechowywania i zachodzi zgodnie z modelem reakcji
pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu w obecno$ci podwyzszonej wilgotnosci

wzglednej powietrza oraz przy RH = 0%.
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7. STRESZCZENIE

Celem badan byta ocena trwatosci ceftiofuru sodowego (CFT) i siarczanu cefkwinomu
(CFQ) w roztworach wodnych, w warunkach ogolnej witasciwej katalizy kwasowo-
zasadowej, w roztworach do podania parenteralnego oraz w fazie statej. Do oceny zmian

stezenia badanych cefalosporyn zastosowano metode HPLC z detekcja UV.

W metodzie HPLC zastosowano podane ponizej parametry rozdzielenia, ktére umozliwiaty

oceng zmian stgzenia substratu w obecnos$ci produktow rozktadu:

e Kkolumna:
o ceftiofur sodowy: LiChroCart (5 um) 250 x 4,6 mm, Merck Darmstadt, Niemcy
o siarczan cefkwinomu: LiChroCart (5 pm) 125 x 4,6 mm, Merck Darmstadt,
Niemcy

faza ruchoma:

o ceftiofur sodowy: 0,02 mol/l bufor fosforanowy (pH 6,0) — acetonitryl (78:22 V/V)
o siarczan cefkwinomu: 0,02 mol/l bufor fosforanowy (pH 7,0) — acetonitryl (90:10
VIV)
e szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min
detektor: spektrofotometr UV, A =292 nm (CFT) lub 268 nm (CFQ)

temperatura kolumny: 303 K
Metode HPLC poddano walidacji, okreslajac selektywnos$¢, liniowos$¢, precyzje, granice

wykrywalnosci 1 granicg oznaczalnosci.

Badania kinetyczne reakcji rozktadu CFT i CFQ w roztworach wodnych wykonano
w zakresie pH od 0,44 do 13,57 w temperaturze 323 K (ceftiofur sodowy) lub 343 K (siarczan
cefkwinomu). Rozktad CFT i CFQ w roztworach wodnych zachodzit zgodnie z modelem
reakcji pseudopierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu i opisany byl nastgpujacym

rOwnaniem:
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Inci=1Inco— Kops - t

Stwierdzono, ze efekt katalityczny wykazuja sktadniki buforu fosforanowego (pH 1,54 —
2,95) (CFT i CFQ) oraz sktadniki buforu octanowego (pH 3,66 — 5,47) i boranowego (pH
7,52 —10,48) (CFQ).

W pozostatych roztworach obserwowano wtasciwa katalizg kwasowo-zasadowa.

Na wtasciwa katalize kwasowo-zasadowa reakcji rozktadu CFT i CFQ sktadaja sig reakcje
katalizowane jonami wodorowymi i wodorotlenowymi oraz hydroliza spontaniczna pod
wptywem wody. Wszystkie reakcje zaleza od tadunku substratu. Z odpowiednich réwnan

wyznaczono katalityczne stale szybkosci poszczegolnych reakceji czastkowych.

W warunkach wtasciwej katalizy kwasowo-zasadowej, CFT wykazuje najwigksza
trwalos¢ w zakresie pH od ok. 2 do ok. 7, natomiast CFQ w zakresie pH od ok. 3 do ok. 5,5.

W badaniach trwatosci CFT i CFQ w powszechnie stosowanych roztworach do podania
parenteralnego, okreslono ich zawarto$§¢ w 11 roztworach, przechowywanych w temperaturze
pokojowej (293 K), w temperaturze 2-8°C (~279 K) oraz w temperaturze -20°C (253 K). Jako
trwale definiowano te roztwory, w ktorych ubytek substratu nie przekraczat 10%
w porownaniu do wartosci poczatkowej. CFT w powszechnie stosowanych roztworach do
podania parenteralnego przechowywanych w temperaturze pokojowej byl najbardziej trwaty
w wodzie do iniekcji oraz w roztworze Ringera, natomiast CFQ w 0,9% roztworze chlorku
sodu.

CFT 1 CFQ sa podatne na rozktad w fazie statej. Kinetyczny mechanizm ich rozktadu
w fazie stalej nie zalezy od warunkéw przechowywania 1 zachodzit zgodnie z kinetyka
reakcji pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu. Wyznaczono obserwowane state
szybkosci reakcji rozktadu dla RH = 0% oraz RH = 76,4% w czterech temperaturach,
a nastgpnie obliczono parametry termodynamiczne zachodzacych reakcji oraz okreslono

wplyw wilgotno$ci wzglednej powietrza na trwato$¢ obu zwiazkow.
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Evaluation of stability of some cephalosporines for veterinary use
Department of Pharmaceutical Chemistry

Poznan University of Medical Sciences, Grunwaldzka Street 6, 60-780 Poznan

The aim of these studies was to evaluate the stability of ceftiofur sodium (CFT) and
cefquinome sulfate (CFQ) in aqueous solutions (general and specific acid-base catalysis),
in intravenous solutions and in solid state. An HPLC method with UV detection was
employed to determine the changes in the concentration of the above mentioned antibiotics.

The separation of CFT and CFQ in the presence of their degradation products was obteined

using the following parameters:

e column:
o ceftiofur sodium: LiChroCart (5 um) 250 x 4.6 mm, Merck Darmstadt, Germany
o cefquinome sulfate: LiChroCart (5 um) 125 x 4.6 mm, Merck Darmstadt,

Germany

mobile phase:

o ceftiofur sodium: 0.02 mol/l phosphate buffer (pH 6.0) — acetonitrile (78:22 V/V)

o cefquinome sulfate: 0.02 mol/l phosphate buffer (pH 7.0) — acetonitrile (90:10
VIV)

flow rate: 1.0 ml/min

detector: spektrofotometer UV, A =292 nm (CFT) and 268 nm (CFQ)

column temperature: 303 K
Both methods were validated with regard to selectivity, linearity, precision, limit of
detection and limit of quantitation.

The kinetics of CFT and CFQ degradation were studied in aqueous solutions at pH 0.44—
13.57 at 323 K (ceftiofur sodium) and 343 K (cefquinome sulfate). The degradation of CFT
and CFQ in aqueous solutions was a pseudo-first-order reaction described by the following

equation:
Inci=1Incy—Kops - t

Investigation of the influence of the total concentrations of buffer components at constant pH

and ionic strength on the kq,s demonstrated catalytic effect of components of phosphate buffer
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(pH 1.54 — 2.95) (CFT i CFQ) and components of acetate buffer (pH 3.66 — 5.47) and borate
buffer (pH 7.52 — 10.48) (CFQ).

In the other solutions general acid-base catalysis occurred.

On the specific acid-base catalysis of CFT and CFQ degradation involved: hydrolysis
catalyzed by hydrogen and hydroxide ions and spontaneous hydrolysis under the influence
of water. All reactions depend on the substrate charge. The catalytic rate constants of the

partial reactions were determined from a appropriate equations.

In the specific acid-base catalysis CFT is the most stable in pH range 2-7, and CFQ 3-
5,5.

The stability study of CFT and CFQ in parenteral solutions was conducted in 11 solutions
stored at room temperature (293 K), at 2-8°C (~279 K) and at -20°C (253 K). Solutions
in which the loss of substrate concentration did not exceed 10% of the initial concentration
were defined as stable. It was found that CFT at room temperature was the most stable
in water for injection and Ringer solution, and CFQ in 0,9% sodium chlorate solution.

CFT and CFQ are susceptible to degradation in the solid state. The kinetic mechanism

of their degradation does not depend on storage conditions and was a first order reaction
depending on the substrate concentration. The observed rate constants for the degradation
at RH = 0% and RH = 76.4% in four temperatures were determined. Thermodynamic
parameters and the influence of air humidity on the stability of both analyzed compounds was

determined.
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