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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Unfallbedingte Wunden sind haufige Ursachen flr padiatrische Notfallkonsultationen. Dabei profitieren
Kinder aller Altersgruppen in hohem Malfse von der ambulanten Durchfihrung operativer Eingriffe. Die
Wundinfiltration mit Lokalanasthetika stellt fir viele Eingriffe in der Kinderchirurgie eine weit verbreite-
te und einfache Methode dar. Infiltration im Sinne von Umspritzen des Operationsgebietes ist jedoch
eine schmerzhafte und traumatisierende Prozedur.

Im Universitatskinderspital beider Basel (UKBB) wird fiir den Verschluss von Hautwunden ein von der
Spital-Pharmazie des USB speziell gemischtes Oberflachenpraparat, die TAP-L6sung (Tetracain-
hydrochlorid, Adrenalintartrat und Proxymetacainhydrochlorid), verwendet. Als Antioxidans ist Natri-
ummetabisulfit enthalten. TAP-L6sung wird im Defekturmassstab hergestellt.

Im Rahmen einer Beanstandung wurden Produktmangel im Zusammenhang mit TAP-L6sung offen-
sichtlich. Bei gewissen Chargen zeigte der Inhalt vereinzelter Stechampullen einer Originalpackung
eine rot-braune statt eine farblose Lésung. Als Ursache fir die Verfarbung wurde die Reaktion des
Adrenalintartrates mit Luftsauerstoff in Betracht gezogen. Aufgrund der Beanstandung wurden die
Zusammensetzung von TAP-LAsung sowie der Herstellungsprozess in Frage gestellt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die TAP-Losung bezlglich Zusammensetzung, Herstel-
lungsprozess und Stabilitat optimiert werden.

Es wurde ein 2° Faktoren Design geplant und durchgefiihrt. Als Faktoren wurden Handbegasung ver-
sus automatisierte Begasung, Natriummetabisulfit versus Ascorbinsdure als Antioxidantien sowie Au-
toklavieren versus Keimfiltration getestet. Als Zielgrésse zur Auswertung des Faktoren Designs dien-
ten die Wirkstoff-Gehalte von Adrenalintartrat, Proxymetacainhydrochlorid und Tetracainhydrochlorid,
die mittels HPLC bestimmt wurden. Weiterhin wurden von den Proben des Faktoren Designs der pH-
Wert sowie die Farbe und Klarheit bestimmt. Die Proben aus den Versuchen des Faktoren Designs
wurden flir 6 Monate zur Untersuchung der Stabilitat bei 2-8°C, bei 15-25°C und bei 40°C gelagert.

Die Auswertung des Faktoren Designs ergab einen signifikanten Wirkstoffverlust durch Autoklavieren
fur Adrenalintartrat, einen signifikanten Wirkstoffverlust durch Handbegasung fur Proxymetacain-
hydrochlorid und einen stabilisierenden Effekt durch Natriummetabisulfit. Beziglich des pH-Wertes
lagen alle Versuche innerhalb der geforderten Grenzen von 3,0 bis 5,0. Die Osmolalitat der Versuche
lag ebenfalls innerhalb der geforderten Grenzen von 281-297mOsmol/kg. Fur den Prifparameter Far-
be und Klarheit konnte festgestellt werden, dass die Versuche, die mit Handbegasung hergestellt wur-
den, verfarbt waren und somit den Anforderungen an diese Prifung nicht mehr entsprachen. Fir die
Herstellung von TAP-Lésung kann aufgrund der Ergebnisse folgendes festgelegt werden: Die Lésung
kann nicht autoklaviert werden, sie muss weiterhin keimfiltriert werden. Natriummetabisulfit hat sich als
Antioxidans behauptet. Das Faktoren Design hat jedoch gezeigt, dass unter Einsatz einer automati-
sierten Begasungsmethode die Stabilitat von TAP-Lésung verbessert werden kann. Daher wird die
Evaluation eines geeigneten Gerates fur die Abflllung- und Begasung von sauerstoffempfindlichen
Lésungen empfohlen.
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Ausgangslage

2 Ausgangslage

Unfallbedingte Wunden sind eine haufige Ursache fir padiatrische Notfallkonsultationen. Dabei profi-
tieren Kinder aller Altersgruppen in hohem Male von der ambulanten Durchfiihrung operativer Eingrif-
fe. Die Wundinfiltration mit Lokalandsthetika stellt fir viele Eingriffe in der Kinderchirurgie eine weit
verbreitete und einfache Methode dar.

Infiltration — im Sinne von Umspritzen des Operationsgebietes — ist jedoch eine schmerzhafte und
traumatisierende Prozedur fiir Kinder. In den vergangenen Jahren ist aus diesem Grund nach alterna-
tiven Anasthesiemethoden gesucht worden. Dabei wurde der Oberflachenanasthesie immer mehr
Aufmerksamkeit geschenkt. Eine effektive Oberflachenanasthesie kann einer Lokalanasthesie vo-
rausgehen oder diese sogar ersetzen. In den USA sind die Oberflachenpraparate TAC (Tetracain
0,5%, Adrenalin 1:2000, Cocain 4-11,8%) und LET (Lidocain 4%, Adrenalin 1:1000, Tetracain 0,5%) in
Gebrauch [21]. Bei der Verwendung von Praparaten mit Cocain wurden unerwiinschte Wirkungen wie
Bluthochdruck, Krampfe und Tod beschrieben [1]. Terndrup et al konnten in einer Studie Metabolite
von Cocain im Plasma von Kindern nachweisen [2]. Als Betaubungsmittel bringt Cocain zudem ar-
beitsintensive Kontroll- und Abgabemodalitdten mit sich, die im Rahmen des Betdubungsmittelgeset-
zes einzuhalten sind.

Mit diesem Hintergrund sind alternative Formulierungen zur Oberflachenanasthesie in der Padiatrie in
der Vergangenheit auf ihre Wirksamkeit getestet worden. LET (Lidocain, Epinephrin, Tetracain), Bupi-
vanor (Bupivacain, Norepinephrin), TLE (Topisches Lidocain-Epinephrin) sind hier als nur einige Bei-
spiele zu nennen [3, 4, 5]. Fur die topische Oberflachenanasthesie sind zum einen das Arzneimittel
Emla® in der Schweiz und zum anderen Ametop® in Kanada und Amerika zugelassen. Beide Arznei-
mittel sind jedoch fir die Applikation auf intakter Haut bzw. Genitalschleimhaut bestimmt. Ein Produkt
fur die Oberflachenanasthesie von Wunden in der Padiatrie ist derzeit auf dem Schweizer Arzneimit-
telmarkt nicht zugelassen.

Im Universitatskinderspital beider Basel (UKBB) wird fur den Verschluss von Hautwunden ein von der
Spital-Pharmazie des USB speziell gemischtes Oberflachenpraparat, die TAP-Lésung, verwendet. Der
Name des Produktes setzt sich aus den Anfangsbuchstaben der enthaltenen Wirkstoffe Tetracain-
hydrochlorid, Adrenalintartrat und Proxymetacainhydrochlorid zusammen. Weiterhin ist Natriummeta-
bisulfit als Antioxidans enthalten. TAP-Losung wird im Defekturmassstab hergestellt. In den Jahren
2002-2005 sind 1150 bis 1275 Stechampullen pro Jahr produziert worden, entsprechend 46 - 51 Ori-
ginalpackungen (vgl. Tabelle 11-1).

Im Rahmen einer 2002 erfassten Beanstandung wurden Produktmangel im Zusammenhang mit TAP-
Lésung offensichtlich. Bei gewissen Chargen zeigte der Inhalt vereinzelter Stechampullen einer Origi-
nalpackung eine rot-braune statt eine farblose Lésung. Als Ursache fur die Verfarbung wurde die Re-
aktion des Adrenalintartrates mit Luftsauerstoff in Betracht gezogen. Eine ungeniigende Begasung der
Stechampulle mit Medizinalstickstoff wahrend der Herstellung, undichtes Stopfenmaterial oder eine
beschadigte Stechampulle kénnten Grund fiir die Reaktion des Adrenalintartrates mit Luftsauerstoff
darstellen [36]. Aufgrund der Beanstandung wurden die Zusammensetzung und der Herstellungspro-
zess von TAP-L&sung in Frage gestellt.
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Zielsetzung

3 Zielsetzung

Um in Zukunft eine gleichbleibend einwandfreie Qualitdt von TAP-Lésung zu garantieren, wurden die
Formulierung der TAP-L6sung bezuglich der eingesetzten Hilfsstoffe sowie das Herstellungsverfahren
optimiert. Ziel ist eine moglichst stabile Formulierung mit einer Mindestlaufzeit von 6 Monaten zu eva-
luieren. Fur die antimikrobielle Behandlung ware das Autoklavieren der TAP-L6sung wiinschenswert.

Als Optimierungsansatze fir die Formulierung und fir den Herstellungsprozess sind folgende Punkte
berutcksichtigt worden:

e Auswahl eines geeigneten Schutzgases
e Evaluation eines alternativen Antioxidans

o Standardisierung des Herstellungsprozesses durch Automatisierung der Abfillung und der
Begasung

o Autoklavierbarkeit der L6sung

e |sotonisierung der Formulierung

Eine Eignungsprifung von Hilfsstoffen und Herstellungsverfahren erfolgte mit Hilfe eines statistisch
auswertbaren faktoriellen Versuchplanes.

Die aus diesen Optimierungsversuchen resultierenden Formulierungen sind fir Stabilitatsprifungen
Uber einen Zeitraum von 6 Monaten bei Raumtemperatur (15-25°C), im Kihlraum (2-8°C) und bei
40°C eingelagert worden.
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Theoretischer Teil

4 Theoretischer Teil

4.1 Allgemeine Grundlagen

4.1.1 Geschichtlicher Uberblick

In der Geschichte der Lokalanasthetika gibt es zwei Hohepunkte:
1884 mit der Einfihrung von Cocain in Europa und 1905 mit der Entdeckung von Procain.

Cocain ist die erste natlrlich vorkommende Substanz, an der eine anasthesierende Wirkung beobach-
tet worden ist. Durch die Eroberung Perus um 1530 durch Pizzaro war den Europaern die Existenz
einer bemerkenswerten Pflanze — von den Ureinwohnern als ,khoka“ (Pflanze) bezeichnet - bekannt
geworden. Durch das Kauen der Blatter wurde eine euphorisierende Wirkung entfaltet [6].

Der Coca Strauch (Erythroxylum coca Lam., Fam. Erythroxylaceae) wird in Stidamerika seit langer
Zeit kultiviert, ein Wildvorkommen ist unbekannt [7]. Im kulturellen und religidsen Leben der Urein-
wohner Stdamerikas spielte der Coca Strauch eine wichtige Rolle — er hatte das Ansehen einer gottli-
chen Pflanze und fand als Aufputsch- und Rauschmittel Anwendung.

In der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts brachte der Osterreichische Naturforscher Carl von Scher-
zer zum ersten Mal Coca Bléatter in einer fir Analysen ausreichenden Menge mit nach Europa. In den
Jahren 1859/60 gelang es dem Chemiker Albert Niemann das Hauptalkaloid der Kokapflanze zu iso-
lieren. Er nannte das Alkaloid Cocain [6].

Knapp 25 Jahre spater berichtete der Wiener Ophthalmologe Carl Koller auf einem Ophthalmologen
Kongress, dass sich Cocain zur Schmerzausschaltung bei Operationen am Auge eignet. Damit hielt
1884 Cocain als erstes Lokalanasthetikum Einzug in die klinische Anwendung [19].

Kollers Entdeckung wurde als bahnbrechend angesehen und ging in kirzester Zeit um die Welt. Die
Methode fand viele Nachahmer, es folgte eine Welle von Untersuchungen nicht nur am Auge, sondern
auch an anderen Korperregionen. Mit der klinischen Anwendung von Cocain wurden aber auch seine
Schattenseiten schnell ersichtlich. Die zentralnervosen und kardiotoxischen Nebenwirkungen wurden
in der ersten Euphorie vollig unterschatzt. So wurde bis 1888 iber mehr als 30 Todesfalle unter der
Verwendung von Cocain berichtet, die Dunkelziffer der Todesfalle lag jedoch weitaus hdher [6].

Aus heutiger Sicht ist klar, dass aufgrund des Nebenwirkungsprofils und des hohen Suchtpotentiales
von Cocain Koller mit seiner Entdeckung keinen Erfolg erzielen konnte. Der Ruf nach alternativen,
weniger toxischen Substanzen wurde laut.

Mit Cocain als Modellsubstanz gelang es 1905 dem deutschen Chemiker Einhorn, Procain zu synthe-
tisieren. Procain war das erste Lokalanasthetikum, dass gut zur Injektion geeignet und klinisch nutzbar
war. 1905 wurde Procain von Heinrich Braun in die chirurgische Praxis eingefiihrt und verdrangte das
Cocain vor allem wegen seiner geringeren Toxizitat. In den Folgejahren sind zahlreiche Verbindungen
mit ahnlicher Struktur (Esterverbindungen) entwickelt worden. Vor allem Tetracain und Chlorprocain
waren haufig genutzte Lokalanasthetika [46].

Lokalanasthetika mit Esterstruktur haben den Nachteil, dass sie schnell durch Plasmaesterasen ge-
spalten und somit unwirksam werden. Durch die Kopplung eines Substituenten an den Ring des
Tetracains und durch den Ersatz der Esterbindung durch eine Saureamidbindung in der Zwischenket-
te der Lokalanasthetika versuchte man den schnellen Wirkungsverlust zu verhindern. Mit dieser Modi-
fikation gelang Lofgren 1943 die Synthese der Amid-Lokalandsthetika.
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Theoretischer Teil

Diese neue Wirkstoffgruppe wies Vorteile beziglich Wirkungsdauer und —intensitat gegentiber den bis
dahin eingesetzten Ester — Lokalandsthetika auf. Dem Lidocain folgten weitere Substanzen wie z.B.
Mepivacain, Prilocain, Bupivacain (1963), Etidocain und schliesslich Ropivacain [46].

4.1.2 Allgemeiner Wirkungsmechanismus von Lokalanésthetika

Lokalanasthetika heben reversibel und ortlich begrenzt die Erregbarkeit und das Leitungsvermdgen
von Nervenfasern auf.

Lokalanasthetika blockieren spannungsabhangige Natriumkanale und verhindern somit die Bildung
von Aktionspotentialen.

Die Reihenfolge und der Grad der Anasthesie sind abhangig vom Durchmesser und Typ der Nerven-
fasern. Die Blockade der verschiedenen Nervenfasertypen erfolgt im Prinzip in der Reihenfolge B-, C-,
Ab-, Ay-, AB-, Aa-Fasern. Dies bedeutet, dass zuerst Vasokonstriktion, dann das Schmerz-, Warme-
/Kalte-, Berihrungs-, Druckempfinden und zuletzt die Motorik ausgeschaltet werden.

Alle Lokalanasthetika sind schwache Basen und liegen bei physiologischem pH-Wert in geladener und
ungeladener Form vor. Der Wirkungsort von Lokalandsthetika liegt an der Innenseite der Natriumka-
nale in der Zellmembran, daher ist eine Diffusion der Substanzen in das Zellplasma notwendig. Nur
die ungeladene Base kann durch die Zellmembran ins Innere gelangen. Dort erfolgt die Protonierung
in die geladene Form, welche auch die aktive Form des Lokalanasthetikums darstellt. Bei Verringe-
rung des physiologischen pH-Wertes des Gewebes durch z.B. eine Entziindung liegt ein geringerer
Anteil des Lokalanasthetikums in ungeladener Form vor und gelangt damit in geringerer Konzentration
in die Nervenzelle. In solchem Gewebe muss also mit abgeschwachter Wirkung gerechnet werden.

inakliviert

geschlossen u. aktivierbar offen

Abbildung 4-1: Wirkungsmechanismus von Lokalanasthetika [39]
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Theoretischer Teil

Die pharmakodynamischen Eigenschaften eines Lokalanasthetikums héangen von seinen physiko-
chemischen Eigenschaften ab.

Fir die pharmakodynamischen Eigenschaften eines Lokalanasthetikums sind Parameter wie lokal-
anasthetische Potenz, Anschlagzeit und Wirkungsdauer entscheidend.

Die lokalanasthetische Potenz eines Lokalanasthetikums korreliert in etwa mit seiner Lipophilie. Gut
fettldsliche Substanzen sind potente Lokalanasthetika. Ein Parameter fiir die Fettloslichkeit ist der
Octanol-Wasser Verteilungskoeffizient. Je grésser der Wert fur diesen Koeffizienten ist, desto lipophi-
ler und schlussendlich potenter ist eine Substanz. Bei gut fettldslichen, potenten Lokalanasthetika ist
die Anschlagzeit verkirzt. Die Potenz eines Lokalanasthetikums ist auch noch von Faktoren wie z. B.
der vasodilatierenden Eigenschaften abhangig. Lokalanasthetika mit stark vasodilatierenden Eigen-
schaften wie z.B. das Lidocain werden ohne vasokonstriktorischen Zusatz schneller aus dem Gewebe
abtransportiert [47].

Die Anschlagzeit eines Lokalanasthetikums ist abhangig von dem pK, Wert der jeweiligen Substanz.
Der pk, Wert entspricht demjenigen pH-Wert, bei dem die Substanz zu 50% in ionisierter und zu 50%
in nicht ionisierter Form vorliegt. Die ungeladene Form eines Lokalanasthetikums ist fiir die Diffusion
durch die Nervenhiille verantwortlich. Der physiologische pH-Wert des Gewebes liegt normalerweise
bei 7,4. Je hoher der pK, Wert eines Lokalanasthetikums Uber dem pH-Wert des Gewebes liegt, desto
weniger freie Base und damit diffusionsfahige Molekile stehen zur Verfiigung. Der pK, Wert vieler
Lokalanasthetika liegt ber dem Wert von 7,4. Da das Gewebemilieu im Vergleich zum pK, Wert sau-
rer ist, wird das Gleichgewicht zwischen geladener und ungeladener Form auf die Seite der geladenen
Form verschoben, was die Diffusionsfahigkeit des Lokalanasthetikums verschlechtert [47].

Je starker ein Lokalanasthetikum an Proteine bindet, desto langer ist auch seine Wirkungsdauer. Ein
Mass fur die Bindung einer Substanz an Proteine ist die Plasmaproteinbindung. Mit zunehmender
Proteinbindung nimmt auch die Kardiotoxizitat zu [47].
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Theoretischer Teil

4.1.3 Unerwinschte Wirkungen der Lokalanasthetika

Bei der Applikation von Lokalanasthetika kénnen kardiotoxische, anaphylaktische und weitere uner-
wiinschte Wirkungen auftreten. Haufig sind den Lokalanasthetika noch Vasokonstriktoren oder Antio-
xidantien beigefligt, die ebenfalls Nebenwirkungen hervorrufen kénnen [10].

Toxische Reaktionen kénnen vor allem durch die versehentliche intravasale Applikation, durch ab-
norme Resorptionsverhéltnisse, durch Uberschreitung von empfohlenen Grenzdosen, durch erniedrig-
te Toleranzgrenze (Allergie) oder pathologisch veranderten Metabolismus (Leberschaden, genetisch
bedingter Pseudocholinesterase Mangel) zu Stande kommen.

Lokalanasthetika kénnen prinzipiell an allen erregbaren Zellen ihre unerwunschten Wirkungen aus-
Uben, vorausgesetzt, sie fluten in ausreichend hoher Konzentration an und die toxische Schwellendo-
sis wird Uberschritten. So sind in erster Linie die Neurone des Zentralen Nervensystems (ZNS) und
das Reizleitungssystem des Herzens betroffen [10].

4.1.3.1 Wirkung auf das ZNS

Normalerweise stehen das ZNS hemmende (inhibitorische) und das ZNS erregende (exzitatorische)
Neurone im Gleichgewicht. Konzentrationsabhangig werden durch Lokalanasthetika zuerst die inhibi-
torischen Neurone gehemmt. Damit Uberwiegen die exzitatorischen Neurone und es treten Erre-
gungszustande mit Kopfschmerzen, metallischem Geschmack, Kribbeln, Taubheitsgefihl auf Zunge
und Lippen, Unruhe, Benommenheit, Desorientierung, Schwindel etc. auf. Bei hohen toxischen Blut-
konzentrationen kommt es dann auch zu einer Blockierung der exzitatorischen Neurone mit einer De-
pression des Gehirns mit Bewusstlosigkeit, zentraler Atemdepression und zentral vermitteltem Kreis-
laufversagen [9].

4.1.3.2 Wirkung auf das Herz

Lokalanasthetika zeigen nach intravendser Injektion eine deutliche Wirkung auf das Herz-
Kreislaufsystem. Diese aussert sich durch eine verminderte Leitungsgeschwindigkeit am Herzen, einer
verminderten Kontraktionskraft und einer Verringerung des Auswurfvolumens. Diese Wirkungen sind
nicht nur von toxikologischem Interesse sondern auch von therapeutischem, da Lokalanasthetika wie
z.B. Lidocain zur Behandlung von Arrhytmien eingesetzt werden [9].
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42 TAP-Ldsung

Die TAP-Lésung, die 2002 zu der Beanstandung flihrte, hatte folgende Zusammensetzung:

Tabelle 4-1: Zusammensetzung von TAP-L6sung

Substanz Menge
Tetracainhydrochlorid 5mg
Proxymetacainhydrochlorid 5mg
Adrenalintartrat 0,5mg
Natriummetabisulfit 0,5mg
Natriumchlorid 225ug
Wasser fiir Injektionszwecke ad 1,00ml

4.3 Herstellungsverfahren von TAP-L6sung
Der Herstellungsprozess von TAP-L6sung sieht derzeit wie folgt aus:

Die standardméassige Ansatzgrésse fur die Herstellung von TAP-L&sung betragt 2 Liter. Wasser fur
Injektionszwecke (WFI) wird in einem Erlenmeyerkolben vorgelegt. Mit einem Glasrohr, das bis auf
den Boden des Erlenmeyerkolbens ragt, wird das WFI mit Stickstoff begast. Die Zeitdauer der Bega-
sung ist nicht genau definiert. Mit diesem begasten Wasser werden die einzelnen Substanzen aufge-
I6st. Die fertige Wirkstoffldsung wird mit Medizinalstickstoff geflutet. Die Lésung wird durch einen
0,2um Filter keimfrei filtriert und unter aseptischen Bedingungen in farblose Stechampullen mit Hilfe
der Abflillpumpe Baxa portioniert. Das Nennvolumen betragt 4ml Lésung pro Stechampulle. Zum Ver-
schliessen der Stechampullen dienen Gummistopfen. Ist die Losung in die Stechampulle gefiillt, so
wird der Gummistopfen locker auf die Stechampulle aufgesetzt. Sind eine gewisse Anzahl an Stech-
ampullen mit Losung geflllt, so werden die Gummistopfen mit einer Pinzette angehoben und der
Kopfraum der Stechampullen wird mit Stickstoff von Hand begast. Die Dauer der Begasung ist auch
hier nicht eindeutig festgelegt. Anschliessend werden die Gummistopfen fest angedrickt und die
Stechampullen mit Alu-Abreisskappen verschlossen. Nach der Etikettierung werden die einzelnen
Stechampullen in Kartonfaltschachteln zu je 25 Stechampullen pro Faltschachtel sekundar verpackt.
Die Kartonfaltschachteln dienen nebst der Definition der Packungsgrésse auch noch als Lichtschutz.
Originalpackungen mit je 25 Stechampullen stellen die Abgabeeinheiten dar wie sie von den Kunden
der Spital-Pharmazie bezogen werden kénnen.
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An die unter Kapitel 4.3 hergestellte TAP-L6sung werden derzeit folgende Anforderungen gestellit:

Tabelle 4-2: Anforderungen an TAP-Ldsung

Menge / Einheit: Fullmenge 3,6-4,4¢g
Eigenschaft: klare und farblose Flussigkeit entspricht
Identitat: Proxymetacain entspricht
Tetracain entspricht
Adrenalin entspricht
Chlorid entspricht
Gehalt: Proxymetacain HCI 4,75-5,25g/L
Tetracain HCI 4,75-5,25¢g/L
Adrenalinbitartrat 450-550mg/L
Reinheit: Farbe und Klarheit entspricht
pH-Wert: 3,0-5,0
Osmolalitéat 120-160mosm/kg
Steriltest: steril

Lagerungsbedingungen

Raumbedingungen

Verwendungsdauer

6 Monate
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4.3.1 Chemisch-physikalische Eigenschaften von Tetracainhydrochlorid, Proxymeta-
cainhydrochlorid und Adrenalintartrat

In den Abbildung 4-2 bis Abbildung 4-4 sind die Strukturformeln der Wirkstoffe, die in der TAP-L&sung
enthalten sind, dargestellt:

|O 0
C—O0—CH2—CH2—NMe 2 C—O0—CH2—CH2— NEt 2
n-BuNH n-Pro
NH 2
HCI
HCI
Abbildung 4-2: Abbildung 4-3:
Strukturformel von Tetracainhydrochlorid Strukturformel von Proxymetacainhydrochlorid
OH
HO NHMe
R

HO

Abbildung 4-4: Strukturformel von Adrenalin

In Tabelle 4-3 sind die chemisch-physikalischen Eigenschaften der in der TAP-L&sung eingesetzten
Wirkstoffe zusammengefasst
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Tabelle 4-3: Chemisch-physikalische Eigenschaften von Tetracainhydrochlorid, Proxymetacainhydrochlorid, Adrena-

lintartrat [35]

Tetracainhydrochlorid

Proxymetacainhydrochlorid

Adrenalintartrat

Summenformel C15H24N202'HC| C16H26N203'HC| C9H13NO3'C4H606
Molare Masse 300,84 330,9 333,3
Arzneibuch- PhEur, BP, USP etc. USP, BP PhEur, BP, OeAB;

Monographien

PhHelv

pH-Wert

45-6,5(1%)

5,7 — 6,4 (1%)

ca. 3,5 (2%)

E-Wert

0,18

0,15

0,18 (1% Epinephrin-
hydrogentartrat)

Sterilisations-
empfehlung

30 Minuten in stromen-
den Dampf,

Autoklavieren bei pH 4

Keimfiltration  unter Inert-
begasung

Hitzesterilisation
(100°C 30 Minuten
oder 121°C 20 Minu-
ten) mogl. Bei vertret-
barer Zersetzung in
sauren Lésungen pH
3,0 — 3,8 mit Antioxi-
dans-Zusatz
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4.3.1.1 Stabilitat von Tetracainhydrochlorid, Proxymetacainhydrochlorid und Adrenalintartrat

Tetracainhydrochlorid

Waéssrige Lésungen von Tetracain sind in einem pH-Bereich von 4-6 stabil, selbst bei 30 minltigem
Kochen (bei pH 6 3,5% Zersetzung, bei pH 4 weniger als 1% Zersetzung). In saurem oder alkalischem
Milieu erfolgt schnell Hydrolyse. Die Hydrolyseprodukte sind 4-Butylaminobenzoesdure und 2-
Dimethylaminoethanol. Das Hydrolyseprodukt 4-Butylaminobenzoesaure ist wenig in Wasser 16slich
und kann auskristallisieren. Im Sauren findet zusatzlich Abspaltung des Butylrestes und Decarboxylie-
rung der 4-Aminobenzoesaure statt [15]. In Gegenwart von Oxidationsmitteln tritt eine Verfarbung und
Geruch nach Buttersaure auf. Loésungen kénnen durch Keimfiltration oder durch Autoklavieren bei
121°C wahrend 30 Minuten und einem pH-Wert von 4-6 sterilisiert werden [16].

Proxymetacainhydrochlorid

Durch Erwarmung oder durch Zutritt von Luft kbnnen Ldsungen von gelb nach braun verfarben. Eine
Verfarbung geht mit einem Wirkungsverlust einher. Fir die Aufbewahrung werden gut verschlossene
Behaltnisse unter Stickstoffbegasung, Lichtschutz sowie eine Lagerung bei 2-10 °C fir angebrochene
Behaltnisse angegeben. Zur Erzielung einer sterilen Arzneiform wird die Keimfiltration unter Inertbe-
gasung empfohlen [14]. Als Hydrolyseprodukte wurden 3-Amino-4-propoxybenzoesaure und Diethy-
laminoethanol identifiziert. Untersuchungen an Hunden haben gezeigt, dass PPC-haltige Lésungen,
die bei Raumtemperatur langer als 2 Wochen gelagert werden, einen Wirkungsverlust erfahren. Bei
Lagerung im Kuhlschrank war dies jedoch nicht der Fall [13].

Adrenalintartrat

Adrenalin ist sowohl im geldsten als auch im festen Zustand aufgrund seiner Brenzkatechinstruktur
oxidationsempfindlich und muss vor Licht und Luft geschiitzt werden. Das gilt besonders fiir wassrige
Losungen, die sich im Verlaufe der Zeit rot-braun farben kdénnen. Hauptoxidationsprodukt ist das
Adrenochrom. Die Zersetzung von Adrenalin-Lésungen bleibt aber nicht auf der Stufe des Adrenoch-
roms stehen. In einer Polymerisationsreaktion entsteht Adrenalin-Schwarz, das strukturell unbekannt
ist [17]. Oxidation wird durch ein alkalisches Milieu begunstigt, wahrend Racemisierungen durch das
Vorhandensein von Sauren beschleunigt werden. Das Minimum der Reaktionsgeschwindigkeit fiir
beide Prozesse (Oxidation, Racemisierung) liegt im pH-Bereich von 3,0 bis 3,8 d.h. hier herrscht opti-
male Stabilitat [35]. Als Stabilisatoren fiir adrenalinhaltige Lésungen werden unter anderem Natrium-
metabisulfit und Ascorbinsdure empfohlen [18, 41].
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4.3.1.1.1 Abbauprodukte von Tetracain, Proxymetacain und Adrenalin

Bei der Hydrolyse von Tetracain entstehen 4-Butylaminobenzoesdure und 2-Dimethylaminoethanol
(vgl. Abbildung 4-5). Bei der Hydrolyse von Proxymetacain entstehen 3-Amnio-4-propoxybenzoesaure
und 2-Diethylaminoethanol (vgl. Abbildung 4-6).

BuNH O CO »CH »CH > NMe o
[ OH

\/\O

NH,

Abbildung 4-5: Strukturformel von 4 Butylaminobenzoe- Abbildung 4-6: Strukturformel von 3-Amino-4 -
saure propoxybenzoeséaure

Eines der Hauptoxidationsprodukte von Adrenalin ist das Adrenochrom, das von charakteristisch roter
Farbe ist.

OH

0 N\

Me

Abbildung 4-7: Strukturformel von Adrenochrom

Diplomarbeit M. Endres 17



Theoretischer Teil

4.3.2 Pharmakologie von Tetracain, Proxymetacain und Adrenalin

Der allgemeine Wirkungsmechanismus von Lokalanasthetika ist im Kapitel 4.1.2, die unerwiinschten

Wirkungen sind in Kapitel 4.1.3 beschrieben.

4.3.2.1 Tetracain

In der folgenden Tabelle ist die Dosierung von Tetracain in Abhangigkeit von der Art der Anwendung

dargestellt.

Tabelle 4-4: Art der Anwendung und Dosierung von Tetracain [15, 21]

Art der Anwendung Dosierung
Oberflachenanasthesie 0,5-2,5%
Schleimhautbepinselung max. 0,5%

Infiltrationsanasthesie

0,1% - 0,25%

Max. Einzeldosis

20mg

Tgl. max. Gesamtdosis

80mg

Fir die Anwendung von Tetracain auf Schleimhaut wird eine maximale Konzentration von 5mg/ml (=
0,5%) angegeben. Unter der Annahme, dass der gesamte Inhalt einer Stechampulle (4ml) der TAP-
Lésung appliziert und im schlechtesten Falle resorbiert werden wirde, ergabe dies eine Einzeldosis
von 20mg Tetracainhydrochlorid. Die Literatur gibt eine maximale Einzeldosis von Tetracain mit 20mg
an [15].
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Metabolisierung

Tetracain ist ein Lokalandsthetikum mit Esterstruktur. Es wird durch Esterasen des Plasmas und in der
Leber hydrolysiert. Es entsteht u. a. Paraaminobenzoesaure, die haufig zu anaphylaktischen Reaktio-
nen flhren kann (Paragruppenallergie) [9]. Die Toxizitat von Tetracain wird in der Literatur als zehn
mal héher im Vergleich zu Procain beschrieben. Im Tetracain Molekdil ist die endstdndige Aminogrup-
pe des aromatischen Ringes mit einer Butylgruppe alkyliert. Aus diesem Grund wird Tetracain vier mal
langsamer abgebaut als Procain. Tetracain hat auf Grund seiner Lipophilie eine erhéhte Affinitat zum
Zentralnervensystem. In der Blutbahn wird Tetracain mit vergleichsweise geringer Geschwindigkeit
metabolisiert [15].

4.3.2.2 Proxymetacain

In der folgenden Tabelle ist die Dosierung von Proxymetacain in Abhangigkeit von der Art der Anwen-
dung dargestellt.

Tabelle 4-5: Art der Anwendung und Dosierung von Proxymetacain [15, 23]

Art der Anwendung Dosierung
Oberflachenanasthesie am Auge 1-2 Tropfen einer 0,5%igen Lésung
Tiefere chirurgische Eingriffe am Auge 4 x 1-2 Tropfen einer 0,5%igen Ldsung im Ab-

stand von 5 Minuten

Max. Tagesdosis 10mg (ca. 15 Tropfen einer 0,5%igen Loésung in
jedes Auge)

Proxymetacainhydrochlorid ist ein Lokalandsthetikum, das ausschliesslich in der Ophthalmologie an-
gewendet wird. Proxymetacainhydrochlorid ist in Form verschiedener Augentropfen erhaltlich. In den
meisten Handelsprodukten ist Proxymetacainhydrochlorid in einer Konzentration von 5mg/ml enthal-
ten.

In der TAP-LOsung liegt Proxymetacainhydrochlorid ebenfalls in einer Konzentration von 5mg/ml vor
und entspricht somit der gangigen Konzentration der Fertigarzneimittel. Augentropfen mit Proxymeta-
cainhydrochlorid werden nur tropfenweise appliziert. Mit der Anwendung von TAP-L&sung kommt das
Proxymetacainhydrochlorid in einer neuen Indikation zum Einsatz. Bei der Anwendung des Inhaltes
einer Stechampulle TAP-L6sung (4ml) wirden insgesamt 20mg Proxymetacainhydrochlorid appliziert.
Diese Dosierung ist doppelt so hoch wie die in der Literatur angegebene maximale Tagesdosis von
20mg. Dosierungshinweise von Proxymetacainhydrochlorid zur topischen Anwendung auf Hautwun-
den konnten nicht ermittelt werden.
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Metabolisierung

Proxymetacainhydrochlorid wird als Lokalanasthetikum vom Estertyp ebenfalls wie Tetracain durch
Plasmacholinesterasen gespalten. Die dabei entstehenden Spaltprodukte werden als lokalanasthe-
tisch unwirksam und in den entstehenden Konzentrationen als untoxisch beschrieben [24].

Proxymetacainhydrochlorid zeigt eine von den typischen Ester Lokalanasthetika wie z. B. Tetracain
abweichende chemische Struktur. Die Aminogruppe von Proxymetacainhydrochlorid steht nicht in
para-Stellung zur Benzoat Kette sondern in meta-Stellung. Das ist der Grund, warum eine Kreuz-
Sensibilisierung zwischen Proxymetacainhydrochlorid und anderen Lokalanasthetika angeblich fehlt
[25]. Die Autoren Austin et al berichten allerdings in zwei Fallen von allergischer Kontaktdermatitis auf
Proxymetacainhydrochlorid mit anschliessender Kreuz-Sensibilisierung auf Tetracain bei der Anwen-
dung von Ophthalmologika [26].

4.3.2.3 Adrenalin

Adrenalin ist ein kdrpereigenes Hormon, das im Nebennierenmark gebildet wird. Adrenalin reagiert mit
den a- und B-Adrenorezeptoren anndhernd gleichermassen. In niedrigen Dosen kontrahiert Adrenalin
u. a. die Gefasse von Haut und Schleimhaut.

Das ist eine Eigenschaft, die man sich bei der Kombination von Lokalanasthetika mit Adrenalin zu
Nutze macht. Adrenalin flhrt zu lokaler Vasokonstriktion mit Reduktion der Durchblutung, es verzdgert
die Resorption der Lokalanasthetika, verlangert inre Wirkung und vertieft die Blockade. Infolgedessen
ist das Operationsgebiet geringer durchblutet, die Plasmakonzentration und damit einhergehend das
toxikologische Risiko geringer.

Adrenalinzusatz ist bei Anasthesien in Endstromgebieten, insbesondere bei Eingriffen an Fingern,
Zehen, Penis und Nasenspitze kontraindiziert wegen der Gefahr der Gangranbildung [27].

Aufgrund der langsameren Resorption und der geringeren Plasmakonzentrationen kdnnen hohere
Dosen von Lokalanasthetika appliziert werden. Durch Zugabe von Adrenalin wird die Wirkdauer von
z.B. Lidocain um 50% verlangert und die systemische Resorption um ca. 30% verringert. Je starker
die vasodilatierende Wirkung eines Lokalanasthetikums ist, desto deutlicher kann seine Wirkung
durch Adrenalin verlangert werden [9].

Die Bioverfugbarkeit von exogen zugefuhrtem Adrenalin ist gering, da es bereits in der Darmmuskula-
tur sowie in der Leber schnell metabolisiert wird. Peroral zugefiihrtes Adrenalin ist unwirksam, die
Applikation erfolgt in erster Linie parenteral. Bei einer intravendsen Injektion tritt die Wirkung sofort
ein. In der nachfolgenden Tabelle sind Dosierungen von Adrenalin in Anhangigkeit von der Art der
Applikation aufgefihrt.
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Tabelle 4-6: Art der Anwendung und Dosierung von Adrenalin [48]

Art der Anwendung Dosierung

subcutan 0,1-0,5mg

intravenos max. 0,25mg

inhalativ 0,35mg

als Zusatz zu Lokalané&sthetika 2ug/mi(1:500°000) bis
20pg/ml (1:50°000)

In der TAP-L&sung liegt Adrenalintartrat in einer Konzentration von 500ug/ml vor. In

Tabelle 4-6 ist die héchste Konzentration flr Adrenalin als Zusatz zu Lokalandsthetika mit 20pg/ml
angegeben. Dementsprechend ware das Adrenalin in der TAP-Losung um den Faktor 25 zu hoch
dosiert. Im International Journal of Pharmaceutical Compounding ist eine Formulierung zur topischen
Lokalanasthesie mit gleicher Adrenalinkonzentration wie in TAP-L&sung beschrieben [45].

Metabolisierung

Adrenalin wird durch das Enzym Catecholamin — O — Methyl — Transferase (COMT) und durch die
Monoaminooxidase (MAO) zu Metanephrin, 3,4-Dihydroxymandelsaure sowie Vanilinmandelsadure
metabolisiert, die gekoppelt an Glucuronsaure oder Schwefelsdure mit dem Urin ausgeschieden wer-
den. Ca. 5% des zugefiihrten Adrenalins werden unverandert ausgeschieden [27].
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4.3.3 Hilfsstoffe der TAP Losung

Die urspruingliche Formulierung der TAP-L6sung (vgl. Tabelle 4-1) enthalt die Hilfsstoffe Natriumchlo-
rid und Natriummetabisulfit.

Zur Optimierung der Formulierung wurde Ascorbinsaure als ein alternatives Antioxidans verwendet. Im
Nachfolgenden werden die Hilfsstoffe Natriumchlorid, Natriummetabisulfit und Ascorbinsaure in ihrer
pharmazeutisch-technologischen Funktion ndher charakterisiert.

4.3.3.1 Natriumchlorid

Summenformel: NaCl
Anwendung

Natriumchlorid kommt in einer Vielzahl von pharmazeutischen Formulierungen zum Einsatz. Der
hauptsachliche Einsatz von Natriumchlorid ist als isotonisierender Zusatz.

Wassrige Losungen von Natriumchlorid sind stabil und kénnen entweder durch Autoklavieren oder
durch Keimfiltration sterilisiert werden [49].

4.3.3.2 Natriummetabisulfit

Summenformel: Na;S,05
Anwendung

Anorganische Schwefelverbindungen werden haufig als Antioxidantien flr wassrige Arzneiformen
eingesetzt.

Die nachfolgende Tabelle zeigt anorganische Antioxidantien, die zur Stabilisierung wassriger Losun-
gen zur Verfiigung stehen.
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Tabelle 4-7: schwefelhaltige anorganische Antioxidantien fir wassrige Losungen [28]

Substanz Formel pH-Wert der Bemerkungen

wassrigen Losung

Natriumsulfit Na,SO3 Ca.9 Unangenehmer Ge-
Kaliumsulfit K;SOs schmack und Geruch,
chemisch nicht indiffe-
Natriumhydrogensulfit NaHSO; Ca. 4 rent, z.B. Reaktion mit
(Natriumbisulfit) Adrenalin, physiologisch
nicht unbedenklich
Kaliumhydrogensulfit KHSO;

(Kaliumbisulfit)

Natriummetabisulfit Na,S,05

(Natriumdithionit, Natrium-
pyrosulfit)

Kaliummetabisulfit K2S,05

(Kaliumdithionit, Kaliumpy-
rosulfit)

Natrium- und Kaliumsulfit kommen als Antioxidantien nicht in Frage, weil sie in wassriger Losung ei-
nen alkalischen pH-Wert haben. Dies wiirde zum einen die Hydrolyse von Tetracainhydrochlorid und
Proxymetacainhydrochlorid begiinstigen und zum anderen das Adrenalintartrat oxidieren.

Auf Grund des pH-Wertes wirden Natriumhydrogensulfit, Kaliumhydrogensulfit und Natriummetabisul-
fitin Frage kommen.

Natriummetabisulfit wird in oralen, parenteralen und topischen pharmazeutischen Formulierungen als
Antioxidans eingesetzt. In der Literatur sind unterschiedliche Angaben zu der Einsatzkonzentration
von Natriummetabisulfit zu finden. Die Einsatzkonzentration von Natriummetabisulfit reicht von 0,01
bis 1,0% [28, 29, 30]. In der urspriinglichen Formulierung der TAP-LOsung ist Natriummetabisulfit als
Antioxidans enthalten. Natriummetabisulfit liegt in der TAP-LOsung in einer Konzentration von

0,5mg/ml (£ 0,05%) vor und entspricht somit den Angaben der Literatur.

Das Wirkungsprinzip von Natriummetabisulfit beruht darauf, dass es ein starker negatives Redoxpo-
tential als die zu schiitzenden Wirkstoffe hat [28].
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In Wasser 16st sich Natriummetabisulfit vollstdndig unter Ausbildung von Natriumhydrogensulfit (NaH-
S0O3) [31]. In einer irreversiblen Reaktion wird Natriummetabisulfit vom Sauerstoff oxidiert und damit
verbraucht.

N3282O5 + Hgo =2 NaHSO:;
1. Oxidation: 2HSO; +2H,0 =280, +6H"+4¢
2. Reduktion: O,+4e =207

Gesamtgleichung: 2HSO3 + 2 H,0 + O, = 2S04% + 6 H +2 0%

Wie aus der Gesamtgleichung zu sehen ist, entstehen bei der Oxidation von Natriummetabisulfit Sul-
fat und Hydroxoniumionen. Findet also in einer Losung Oxidation und damit eine Natriummetabisulfit
verbrauchende Reaktion statt, so ist dies an einem Absinken des pH-Wertes in der Losung zu erken-
nen.

Wassrige Losungen von Natriummetabisulfit zersetzen sich in der Luft. Besonders durch Erhitzen wird
der Zersetzungsprozess beschleunigt. Werden wassrige Losungen von Natriummetabisulfit autokla-
viert, so wird eine Inertbegasung der Primarbehalter empfohlen [43].

In sauren Losungen bildet Natriummetabisulfit — wie auch die anderen anorganische Schwefelverbin-
dungen — schwefelige S&aure aus. Der Einsatz in peroralen Arzneiformen ist daher wegen des Ge-
schmackes ungeeignet [28].
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4.3.3.3 Ascorbinsaure

Summenformel: CgHgOg
Anwendung
Ascorbinsaure wird haufig als Antioxidans flr wassrige Losungen eingesetzt.

Ascorbinsaure sind farblose Kristalle oder ist ein weisses bis fast weisses Pulver. In kristalliner Form
ist Ascorbinsaure bestandig gegeniiber Luftsauerstoff. Bei langerer Lagerung kann sich das Pulver an
der Luft und durch Feuchtigkeit verfarben [33].

Beim langeren Stehen von wassrigen, neutralen, alkalischen oder stark sauren Ascorbinsaureldsun-
gen kommt es zur Oxidation zu Dehydro-Ascorbinsaure. Diese reagiert in mehreren Stufen weiter bis
zur Bildung von Oxalsaure und L-Threonsaure. Oxalsaure wird als giftig beschrieben und wirkt atzend
auf Haut und Schleimhaut [44].

HO OH O O
\ Oxid. _ {
HO :t.'::_;- 5 Red. HO > '-X-'-'-'.'.':::-
/1\\0 =0 < /E o -0
H
HOH,C H HOH,C H
Ascorbinsaure Dehydroascorbinsaure
COOH
COOH HC—OH
> + .
COOH HO—CH
COOH
Oxalsaure Threonsaure

Abbildung 4-8: Oxidation von Ascorbinséure in wassriger Losung [33]

Bei Abwesenheit von Sauerstoff sind Losungen von Ascorbinsdure bei Raumtemperatur bestandig.
Unter Einfluss héherer Temperaturen und Licht werden diese jedoch ebenfalls unter Dunkelfarbung
oxidiert. Ascorbinsaure hat ihr Stabilitatsmaximum in einem pH-Bereich zwischen 5-7 [32]. Zur Sterili-
sierung von Ascorbinsaurelésungen wird die Keimfiltration empfohlen [34].

Fir injizierbare Lésungen sind ein pH<6 und aseptische Herstellung mit Keimfiltration und Schutzbe-
gasung zweckmassig [11].
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4.4  Faktoren Design

Zur Planung von Optimierungsversuchen kann entweder die klassische oder die statistische Ver-
suchsplanung gewahlt werden. Versuche zur Optimierung sind im Allgemeinen zeit- und kosteninten-
siv. Auf der einen Seite soll die Anzahl der Einzelversuche mdglichst klein gehalten werden, auf der
anderen Seite muss der Versuchsumfang jedoch gross genug sein, um Unterschiede feststellen zu

kénnen.

Ein Vergleich beider Ansatze sieht wie folgt aus [37]:

Klassische Versuchsplanung Statistische Versuchsplanung
e Veranderung von nur einem Faktor zur e Testen alle Kombinationsmoglichkeiten
Zeit meist durch Veranderung mehrerer Fak-

e Anzahl der Niveaus nicht beschrankt

toren zur Zeit
Niveau auf 2 beschrankt (Yates Schema)

e Wechselwirkungen kénnen nicht erkannt o Wechselwirkungen kénnen erkannt und

werden

quantifiziert werden

¢ Nichtlinearitdten kdnnen erkannt werden ¢ Annahme einer linearen Beziehung zwi-

schen den Faktoren und Zielgréssen

Im Zusammenhang mit dem Thema Faktoren Design kommen verschiedene Definitionen zur Anwen-
dung. Hier sind die Wichtigsten zusammengefasst.

Tabelle 4-8: Faktoren Design: gebréauchliche Definitionen [37]

Faktor

unabhangige Grosse, die vermutlich Einfluss auf das Ergebnis eines Ver-
suches hat
Unterscheidung zwischen qualitativen und quantitativen Faktoren

Niveau

gibt die Einstellung des Faktors an, pro Faktor missen mind. 2 Stufen un-
tersucht werden

die Niveaus der Faktoren werden mit + flir das obere und mit — fiir das un-
tere Niveau bezeichnet

bei quantitativen Faktoren belegt der numerisch héhere Wert das + Ni-
veau und der numerisch niedrigere Wert das — Niveau

bei qualitativen Faktoren erfolgt die Zuordnung willkarlich

Effekt

Einfluss der Faktoren auf die Zielgrosse

der Effekt kann aus Versuchsergebnissen berechnet werden
kann positiv, negativ oder auch Null sein

seine Signifikanz muss statistisch gepruft werden

Zielgrosse

abhangige Variable
pharmazeutisch-technologische Parameter (z.B. Gehalt von Arzneistoffen,
pH-Wert, Zerfall etc.)

Wechselwirkung

Faktoren kdnnen sich gegenseitig beeinflussen, was entweder einen er-
wulnschten oder einen unerwtinschten Effekt auf die Zielgrésse haben
kann

koénnen wie die Effekte der Faktoren berechnet werden

Signifikanz muss statistisch geprift werden

eine Wechselwirkung tritt dann auf, wenn der Effekt des einen Faktors von
dem Niveau des anderen abhangt

die Existenz einer reinen Wechselwirkung, ohne dass die Effekte separat
auftreten, ist dusserst selten
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Die Versuche in einem Faktoren Design werden wie folgt bezeichnet.

- oder +

(1)

a

AB,C
AB, AC, ABC

Faktor auf einem niedrigem oder hohem Niveau

Alle Faktoren befinden sich auf niedrigem Niveau

Faktor A befindet sich auf hohem Niveau, alle anderen Faktoren auf niedri-

gem Niveau

Faktoren

Wechselwirkungen der Faktoren

Der Versuchsplan zur Durchfilhrung des 2° Designs wurde nach den Kriterien von Yates aufgestellt:
Bei dem ersten Versuch befinden sich alle Faktoren auf dem unteren Niveau. Die Niveaus pro Faktor
werden mit den Zeichen ,+“ und ,—" umschrieben. Die Standardform der Versuchsbezeichnung lautet
auf z.B. ,a“ ,b“ etc. fur die Experimente mit Faktor A bzw. B auf dem héheren Niveau. Um fiir die
Wechselwirkungen die korrekten Vorzeichen zu erhalten, missen die Vorzeichen der entsprechenden
Spalten miteinander multipliziert werden. Fir die Durchfiihrung eines Faktoren Designs gilt im Allge-
meinen die Regel, dass die Versuche nie genau in der Reihenfolge des Versuchsplanes nach Yates
durchgefihrt werden, sondern in einer randomisierten Reihenfolge [42].

Tabelle 4-9: Versuchsplan nach Yates fur ein 2° Faktoren Design

Bezeichnung der Faktoren Wechselwirkungen
Versuche
A B AB AC BC ABC
(1) - - + + + -

a + - - - + +

b - + - + - +
ab + + + - - -

c - - + - - +
ac + - - + - -
bc - + - - + -

abc + + + + + +
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4.4.1 Auswertung des Faktoren Designs

Zur Auswertung des Faktoren Designs werden zuerst die Effekte quantifiziert und anschliessend sta-
tistisch bewertet.

4.4.1.1 Berechnung der Effekte

Grundlage fur die Berechnung der Effekte ist Tabelle 4-9.

Der Effekt z. B. des Faktors A in einem 23-Versuchsplan kann durch 4 Versuchspaare dargestellt wer-
den:

(1) --- a
b - ab
c ac

bc abc

Die Unterschiede in den Ergebnissen eines Paares kann nur durch den Faktor A hervorgerufen wer-
den, weil alle anderen Bedingungen gleich sind. Der Mittelwert dieser Unterschiede ist daher ein Mass
fur den Effekt von Faktor A.

Der Mittelwert der Unterschiede fur Faktor A kann mit folgender Formel berechnet werden:

((a—1)+(ab—b)+(ac—c)+ (abc —bc))
4

A=

Gleichung 4-1: Berechnung des Mittelwertes flr Faktor A
Grundsatzlich kénnen die Resultate der Zielgréssen entsprechend der Spalte des jeweiligen Faktors

in Tabelle 4-9 addiert bzw. subtrahiert werden und die Summe durch 4 geteilt werden (vgl. Tabellen
12-1 bis 12-12).
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4.4.1.2 Statistische Bewertung der Effekte

Die Bewertung der Effekte erfolgt durch den F-Test. Der F-Test dient zur Prifung auf Gleichheit von
Varianzen. Es werden 2 Varianzen (312 / 322) mit ihren Freiheitsgraden bendtigt. Zum Vergleich der 2
Streuungen dient folgender Quotient als Priifgrosse

2
S1 .
Fo=— wobei s42> s,°

S2

Gleichung 4-1: Prifgrosse im F-Test

Zur Beurteilung der Signifikanz dient der Vergleich des berechneten Wertes F, mit dem Tabellenwert
Ftab-

4.4.1.3 Statistische Bewertung der Effekte des Faktoren Designs

Nach der Definition von Yates sind die Effekte und Wechselwirkungen eines 2° Faktoren Designs mit
der Quadratsummenzerlegung bei der Varianzanalyse verknupft [38].

Allgemein gilt:

oo Varianz des Effektes bzw. der Wechselwirkung
- Varianz des Versuchsfehlers

Die Forderung gemass Gleichung 4-1 gilt bei Yates nicht, da im Nenner zwingend die Varianz des
Versuchsfehlers stehen muss. Die Signifikanz von Faktor und Wechselwirkung kann auf zwei Arten
berechnet werden. Erstens mit der Dreifachwechselwirkung ABC oder zweitens mit Wiederholversu-
chen als Varianz des Versuchsfehlers.

44131 Statistische Bewertung mit der Dreifachwechselwirkung ABC als Varianz des
Versuchsfehlers

Bei hoherdimensionalen Faktoren Designs (2" mit n23), treten héherdimensionale Wechselwirkungen

auf, die in der Praxis jedoch keine Bedeutung haben und somit als Mass fiir die Versuchsstreuung

gelten kénnen [20]. Im Falle eines 2° Faktoren Design geht man davon aus, dass die Dreifachwech-

selwirkung ABC nicht existent sei und als Mass fur die Versuchsstreuung gelten kann.
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Mittels F-Test ist es moglich, die Signifikanz von Faktoren und Wechselwirkungen zu berechnen [38].

Es kann folgende Nullhypothese (Hy) erstellt werden:

(x)

Fo = ——= Fiap- = 161,4 (a = 0,05; v = 1; vy = 1) Literaturquelle fir F-Tabelle [8]
(ABC)

X= Faktor oder Wechselwirkung, deren Signifikanz getestet wird

Gleichung 4-2: Prufgrosse zur Berechnung der Signifikanz eines Faktors oder einer Wechselwirkung mit der Dreifach-
wechselwirkung ABC als Varianz des Versuchsfehlers

Wird die Nullhypothese abgelehnt, dann ist der Effekt bzw. die Wechselwirkung wahrscheinlich (a =
0,05) vorhanden.

4.41.3.2 Statistische Bewertung mit Wiederholversuchen als Varianz
des Versuchsfehlers

Eine zweite Methode, um die Versuchsstreuung zu berechnen, ist mit Wiederholversuchen. Unter
Wiederholversuchen versteht man von Grund auf wiederholte Versuche. Mit den Versuchen 1 und abc
als Beispiele fur Wiederholversuche kann gemass [40] der Versuchsfehler wie folgt berechnet werden:

2 ((1)-WHV(1))° +((abc)-WHV(2))* 1
- 2 2
Legende: s Versuchsfehler

WHV (1)  Wiederholversuch 1
WHV (2)  Wiederholversuch 2

Gleichung 4-3: Prufgrosse zur Berechnung der Signifikanz eines Faktors oder einer Wechselwirkung mit Wiederhol-
versuchen als Varianz des Versuchsfehlers

Es kann folgende Nullhypothese (Hy) erstellt werden:

(X)

S

2

Fo=

5— < Frap = 18,51 (0 = 0,05; v1 = 1; vy = 2) Literatur fur F-Tabelle [8]

Legende: X Faktor oder Wechselwirkung, deren Signifikanz getestet wird

s? Versuchsfehler aus Gleichung 4-3
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4.4.1.3.3 Interpretation der Ergebnisse

Es werden die Ergebnisse interpretiert, die einen signifikanten Effekt oder eine signifikante Wechsel-
wirkung ergeben. Fir die Interpretation der Ergebnisse ist das Vorzeichen von grosser Bedeutung
[20]. Das Vorzeichen fir den Einfacheffekt kann entweder negativ (-) oder positiv (+) sein.

Faktor A zeigt z. B. einen signifikanten Effekt in der Auswertung und der berechnete Zahlenwert fir
den Einfacheffekt tragt ein negatives Vorzeichen (-A). Dies bedeutet, Faktor A auf hohem Niveau hat
einen negativen Einfluss auf eine Zielgroésse wie z.B. den Gehalt eines Wirkstoffes innerhalb einer
Formulierung. Soll die Ausbeute an diesem Wirkstoff erhdht werden, so muss Faktor A auf niedrigem
Niveau (+A) gewahlt werden.

Der Zahlenwert fur den Einfacheffekt kann auch ein positives Vorzeichen tragen (z. B. +B). Dies beu-
tet, dass Faktor B auf hohem Niveau einen positiven Einfluss auf eine Zielgrosse hat.
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4.5 Optimierung der Formulierung und des Herstellprozesses

Bei der Optimierung der Formulierung und des Herstellungsprozesses sind die Schwerpunkte auf
folgende Aspekte gelegt worden:

Isotonierung der Formulierung
Auswahl eines geeigneten Schutzgases
Evaluation eines alternativen Antioxidans

Standardisierung des Herstellungsprozesses durch Automatisierung der Abfiillung und Bega-
sung

Autoklavierbarkeit der Lésung

Zur Optimierung der Formulierung und des Herstellungsprozesses von TAP-LAsung ist ein Faktoren
Design geplant und durchgefihrt worden.

Dabei wurde wie folgt vorgegangen:

Auswahl der Faktoren, die Einfluss auf die Stabilitdt von TAP-L6sung haben kdnnen und un-
tersucht werden sollen

Festlegung der Niveaus fir die Faktoren
Aufstellen des Versuchsplanes nach Yates
Festlegung der Zielgréssen, an Hand derer die Wirkung der Faktoren beurteilt wird

Durchfiihrung der Versuche
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4.5.1 Einflussgréssen auf die Stabilitat von TAP-L6sung

4.5.1.1 Auswabhl eines geeigneten Schutzgases

In der TAP-Lésung sind mit Adrenalintartrat und Proxymetacainhydrochlorid oxidationsempfindliche
Substanzen enthalten. Eine effektive Moglichkeit zur Stabilisierung der TAP-Lésung erfolgt durch
Ausschluss von Luftsauerstoff wahrend des Herstellungsprozesses. Luftsauerstoff kann sich in der
Lésung und im Kopfraum der Stechampullen befinden. In dem derzeitig durchgefihrten Herstellungs-
prozess (vgl. Kapitel 4.3) wird Stickstoff als Schutzgas zur Begasung des WFI und des Kopfraumes
verwendet. Unter der Verwendung von Stickstoff trat allerdings teilweise eine braunliche Verfarbung
von TAP-Lésung auf.

In der nachfolgenden Tabelle sind einige Kennzahlen von gebrauchlichen Inertgasen dargestellt.

Tabelle 4-10: Kennzahlen einiger Inertgase [28]

Substanz Dichte Ldslichkeit in Wasser*
Luft 1,29 19ml
Sauerstoff 1,43 30ml
Stickstoff 1,25 15ml
Argon 1,78 56ml

* ml Gas, die mit 1 Liter Wasser bei 20°C eine gesattigte Losung ergeben

Stickstoff 16st sich schlechter in Wasser als Sauerstoff. Dies erschwert die Verdrangung von Sauer-
stoff aus dem Wasser. Stickstoff ist spezifisch leichter als Sauerstoff verfliichtigt sich schnell bei der
Begasung.

Das Edelgas Argon ist spezifisch schwerer als Luft und Stickstoff. Argon hat zudem die gréssere Los-
lichkeit in Wasser als Stickstoff und Sauerstoff. Somit vermag Argon Sauerstoff aus wassriger Lésung
besser zu verdrangen und auch in offenen Behaltern langer lber der Wirkstofflosung zu verweilen als
Stickstoff. Deshalb wurde neu Argon anstelle von Stickstoff verwendet.

Ein urspriinglicher Gedanke zur Gestaltung des Faktoren Designs war den Einfluss der Begasung
resp. fehlender Begasung auf die Stabilitdt der TAP-Losung zu untersuchen. Da TAP-LOsung derzeit
und damit auch die Schutzbegasung in Handarbeit hergestellt wird, wirde eine fehlende Begasung
ein ,worst case Szenario“ darstellen. Dieser Gedanke ist allerdings wieder verworfen worden auf
Grund einer Publikation von Thoma et al Uber die Stabilisierung von Adrenalin-Lésungen [35]. In ihrer
Arbeit haben die Autoren unterschiedliche Stabilisierungsméglichkeiten von Adrenalinlésungen durch
Redoxstabilisatoren und Komplexbildner untersucht. Die Autoren kommen u. a. zu dem Ergebnis,
dass die Schutzbegasung mit Stickstoff das Mittel der ersten Wahl zur Stabilisierung von Adrenalin-
Lésungen sei [35].
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Far die Optimierung des Herstellungsprozesses war somit klar, dass mit einem Schutzgas gearbeitet
werden wirde. Der Faktor Begasung versus fehlende Begasung wurde nicht in das Faktoren Design
aufgenommen.

In einem Vorversuch sind Argon versus Medizinalstickstoff getestet worden. Mit beiden Inertgasen ist
die optimale Begasungszeit fur WFI, das als Lésungsmittel fur die Wirk- und Hilfsstoffe der TAP-
Lésung eingesetzt wird, ermittelt worden (vgl. Anhang 11-4).

4.5.1.2 Unterschiedliche Konzentrationen an Natriummetabisulfit

Die Konzentration von Natriummetabisulfit in der urspriinglichen TAP-LOsung betragt 0,5mg/ml (2
0,05%). Die Konzentration stimmt mit den Literaturdaten von 0,01-1,0% Uberein (vgl. 4.3.3.2) In der
Publikation von Thoma et al zur Stabilisierung von Adrenalin-Lésungen [35] sind u. a. Adrenalin-
Lésungen 0,1% G/V mit unterschiedlichen Konzentrationen an Natriummetabisulfit (wassrige Lésun-
gen mit 0,1%, 0,5% und 1,0% Natriummetabisulfit) bei 50°C auf ihre Stabilitat untersucht worden. Die
Autoren fanden heraus, dass bei unbegasten Adrenalin-Losungen eine Erhéhung der Konzentration
an Natriummetabisulfit von 0,1% auf 0,5% bzw. 1,0% zu einem schnelleren Abbau von Adrenalin fih-
ren wirde [35]. Auf den Einsatz von zwei unterschiedlichen Konzentrationen an Natriummetabisulfit im
Faktoren Design ist somit verzichtet worden. Die Einsatzkonzentration von Natriummetabisulfit wird
unverandert bei 0,5mg/ml belassen.

4.5.1.3 Ascorbinsaure als alternatives Antioxidans zu Natriummetabisulfit

Die Autoren Thoma et al konnten weiterhin in ihrer Arbeit zur Stabilisierung von Adrenalin-Lésungen
zeigen, dass mit dem Einsatz von 0,05% Ascorbinsaure in Kombination mit Begasung in Adrenalin-
Lésungen 0,1% G/V der beste stabilisierende Effekt erzielt werden konnte [35]. Auf Grund dieser Er-
gebnisse wurde Ascorbinsdure als alternatives Antioxidans zu Natriummetabisulfit in das Faktoren
Design aufgenommen.

Mit dem Einsatz von Ascorbinsaure als Antioxidans entsteht eine neue Formulierung, in der die Stoff-
menge an Ascorbinsdure gleich gross wie die Stoffmenge an Natriummetabisulfit in der urspriingli-
chen Formulierung sein soll. Die Rechnung zur Festlegung der Einsatzmenge an Ascorbinsaure ist im
Anhang 11.5 zu finden. Die Menge an Ascorbinsaure wurde auf 0,0463% (gerundet 0,05%) festgelegt.

4.5.1.4 Handabflllung oder Ampullenabfiillmaschine

TAP-Lésung wird derzeit in Handarbeit produziert. Eine ausflihrliche Beschreibung des derzeitigen
Herstellungsprozesses ist unter Kapitel 4.3 dargestellt. Wie in der Einleitung bereits beschrieben, kann
eine ungenugende oder fehlende Begasung des Kopfraumes der Stechampulle wahrend der Abfil-
lung eine Ursache fir die Verfarbung der TAP-LOsung sein. Durch die Abflllung und Begasung des
Kopfraumes in Handarbeit kann kein standardisierter und damit reproduzierbarer Begasungsprozess
gewabhrleistet werden.

Aus diesem Grund ist die Abflillung von TAP-L&sung mit der Ampullenabflillmaschine als alternative
Methode zur Handabfiillung in Betracht gezogen worden. Die Ampullenabfiillmaschine gewahrleistet
eine Begasung der leeren Ampullen und des Kopfraumes. Mit der Ampullenabfiillmaschine, die in der
Spital-Pharmazie zur Verfugung steht, kdnnen nur Brechampullen befullt werden. Brechampullen sind
als Primarverpackung fir TAP-L&sung eher ungeeignet, da beim Offnen der Ampullen Glassplitter in
die Lésung gelangen kénnen.
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Diese Glassplitter kdnnen beim Leeren der Ampulle auf eine Gaze und somit auf die zu anasthesie-
rende Wunde gelangen. Um einer mdglichen Verletzungsgefahr der Patienten durch Glassplitter ent-
gegen zu wirken, musste der Inhalt der Brechampullen mit einer Spritze aufgezogen werden. Der
Durchmesser der Kanule wurde hier als Partikelgrossen limitierender Faktor wirken. Dies wurde je-
doch von Seiten der Klinikbetreuung als unpraktisch angesehen und abgelehnt.

Trotz dieser Nachteile ist die Ampullenabfiililmaschine in das Faktoren Design aufgenommen worden,
weil damit die Idee der standardisierten und damit reproduzierbaren Begasung verfolgt wird.

Fur den Fall, dass das automatisierte Begasen einen positiven Einfluss auf die Stabilitdt der TAP-
Lésung hat, wirde ein geeignetes Gerat zur Abfiillung von Flissigkeiten unter Inertbegasung evaluiert
werden.

Als Faktor im Design ist somit die Handabflillung der Abfiillung mit der Ampullenabfilimaschine ge-
genlber gestellt worden.

4.5.1.5 Keimfiltration oder Autoklavieren

Um eine sterile Arzneiform zu erzielen, wird TAP-Lésung derzeit keimfiltriert. Das Autoklavieren wird
jedoch als die sichere Methode angesehen. Autoklavieren wiirde darliber hinaus zu einer Arbeitser-
leichterung bei der Herstellung fuhren.

Aus diesen Grinden ist als weiterer Faktor Keimfiltration versus Autoklavieren in das Faktoren Design
aufgenommen worden.
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4.5.2 Endgultiges Faktoren Design

Im Faktoren Design sollen folgende Faktoren untersucht werden:

o Faktor A (Sterilisationsmethode) Keimfiltration versus Autoklavieren
e Faktor B (Abfill- bzw. Begasungsmethode) Handabflllung versus Ampullenmaschine
e Faktor C (Antioxidans) Ascorbinsaure versus Natriummetabisulfit

Pro Faktor wurden 2 Niveaus untersucht. Es resultierte ein 2° Design mit insgesamt 8 Versuchen. Auf
Grund der Isotonisierung und des Einsatzes an Ascorbinsaure als alternatives Antioxidans wurde das
Faktoren Design mit folgenden 2 Formulierungen durchgefuhrt:

Tabelle 4-11: Zusammensetzungen der TAP-LOsungen fur das Faktoren Design im Vergleich

Substanzen Bisherige Formulierung | Alternative Formulierung
(Formulierung 1) (Formulierung 2)

Tetracainhydrochlorid 500mg 500mg

Proxymetacainhydrochlorid 500mg 500mg

Adrenalintartrat 50mg 50mg

Natriummetabisulfit 50mg

Ascorbinsaure - 46,3mg

Natriumchlorid 710mg 710mg

Wasser fur Injektionszwecke ad 100m| ad 100m|

Um im weiteren Verlauf der Diplomarbeit die Benennung der verschiedenen TAP-L&sungen zu verein-
fachen, wird die bisherige Formulierung mit Natriummetabisulfit als TAP-L6sung 1 und die alternative
Formulierung mit Ascorbinsdure als TAP-L&sung 2 bezeichnet.
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45.2.1 Versuchsplanung

Fir die Optimierung von TAP-L6sung ist ein 2° Faktoren Versuchsplan nach Yates aufgestellt worden.
Die Reihenfolge der Versuchsdurchfiihrungen erfolgte randomisiert (vgl. Tabelle 4-12). Die Faktoren
sind qualitativer Art. Daher geschieht die Festlegung der Niveaus pro Faktor willkurlich.

Tabelle 4-12: Versuchsplan nach Yates fir ein 2° Design mit randomisierter Versuchsreihenfolge

Bezeichnung der Ver- Faktoren Wechselwirkungen Reihenfolge der Ver-
suche suchsdurchfiihrung
A B C AB AC BC |ABC
(1) - - - + + + - 9
a + - - - - + + 5
b - + - - + - + 7
ab + + - + - - i} 6
c - - + + - - + 2
ac + - + - + - - 1
bc - + + - - + - 4
abc + + + + + + + 3
WHV 1 (&Versuch 1) 8
WHV 2 (£ Versuch abc) 10
Faktor A: -Keimfiltration Faktor B: - Ampullenabfiillmaschine Faktor C - Ascorbinsdure
+Autoklavieren + Handabfiillung + Natriummetabisulfit

Zur Bestimmung des Versuchsfehlers sind Wiederholversuche durchgefiihrt worden. Als Wiederhol-
versuche sind die Versuche 1 und abc ausgewahlt worden, weil diese Extrema darstellen. Bei Ver-
such 1 befinden sich alle Faktoren auf dem niedrigen Niveau, wahrend bei Versuch abc alle Faktoren
auf dem hohen Niveau sind.
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4.5.3 Auswertung des Faktoren Designs

Zur Auswertung des Faktoren Designs werden die Effekte der Faktoren A, B und C mit den Wirkstoff-
gehalten von Adrenalintartrat, Proxymetacain- und Tetracainhydrochlorid als Zielgrosse berechnet und
statistisch bewertet. Insgesamt sind zu den Zeitpunkten direkt nach Herstellung (t;), nach einem Mo-
nat (t), nach drei Monaten (t3) und nach 6 Monaten (t5) die Wirkstoffgehalte ermittelt worden. Die
Auswertung des Faktoren Designs nach Yates ist aber nur zu den Zeitpunkten direkt nach Herstellung
und nach 6 Monaten Lagerung bei den verschiedenen Lagerbedingungen Kihlraum, Raumtemperatur
und 40°C ermittelt worden. Den Zeitpunkt ,direkt nach Herstellung® wurde gewahlt, weil man wissen
wollte, ob ein Effekt so gross ist, dass man ihn auch schon direkt nach der Herstellung sehen kann.
Das Faktoren Design ist mit den Ergebnissen nach 6 Monaten erneut ausgewertet worden, weil man
davon ausgegangen ist, signifikante Effekte am ehesten dann zu sehen (vgl. Tabelle 12-1 bis 12-12).
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5 Material und Geréte

5.1 Arzneistoffe und Chemikalien

Bezeichnung der Substanzen
Tetracainhydrochlorid PhEur
Proxymetacainhydrochlorid BP
Epinephrinhydrogentartrat PhEur
Natriummetabisulfit PhEur
Ascorbinsaure

Natriumchlorid fir Parenteralia PhEur
Wasser fir Injektionszwecke PhEur
Wasser behandelt vollentsalzt
Acetonitril supergradient, HPLC grade
Kalium-di-hydrogenphosphat
Lichropur® (Octan-1-sulfonsaure)
Argon

Medizinalstickstoff

TAP-Lésung

Chargennummer
2000080668
0206A164
2002020688
K28451057103
2002010582
0000115904
entfallt

entfallt

54277

443014/1
K31499207250
Gebinde Nr.: 330220
entfallt

030314501

Lieferant
Hanseler
Synopharm
Hanseler

Merck

Hanseler
Schweizer Hall Chemie
Spital-Pharmazie
Spital-Pharmazie
Scharlau Chemie
Fluka

Merck

Carbagas
Carbagas

Spital-Pharmazie

Diplomarbeit M. Endres

39



Material und Methoden

5.2 Material

Bezeichnung des Materials

Stechampullen 5ml farblos, Glasart 1

Ampullen 5ml OPC Form D, Neutralglas, Glasqualitat 1
Kartonfaltschachteln 50x10ml Ampullen
Gummistopfen fiir Stechampullen

Alu-Abreisskappen neutral fiir Stechampullen

Etiketten weiss 25x50mm

UV-Kivetten halbmikro

Filter Acrodisk 0,8/0,2um

Baxa Transfer Tube Set

Baxa Beutel 1000ml
Terumo Nadel 18Gx1 % und 1,2x40mm Luer

UV-Kuvetten halbmikro

Hersteller

Flaver AG

Forma Vitrum AG
Sauberlin und Pfeiffer SA
Flaver AG

Coplax AG

Wilux Print

Brand GmbH, Deutschland
Pall Gelmann Laboratories
Baxa

Baxter

Terumo Coperation

Brand GmbH
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5.3 Gerate Herstellung

Bezeichnung des Gerates
Tiefkuhlschrank
Magnetrihrer

Laminar Flow Bench
Abfillpumpe

Sauerstoffmessgerat

Warmeschrank

Full- und Verschliessmaschine mit LF

Autoklav Turbotherm SDT 09.06.12/2F
Flow Star Filtertestgerat

5.4 Gerate Analytik

Bezeichnung des Gerates

Micro-Osmometer

HPLC Alliance Waters 2690 Separation

Modul

Photodiode Array Detector
Millenium 32 Software, Version 4.0
pH-Meter
UV/VIS-Spektrophotometer
Analysenwaage
Kolbenhubpipetten

Ultraschallbad

Geratetyp
DLT 69
Thermodyne
HFX180BS
099E
CellOX 325

TSW-270E
R910

SDT 9612/2F
TYP-FFSO01

Geratetyp
3300

diverse

996

entfallt

M-691

Lamda Bio 20
XS205DU/M
Referenz

3510 E-DTH

Hersteller

Koch

Ismatec

Skan

Baxa
Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH
Salvis

Rota

SBM, MMM AG
Pall

Hersteller
Advanced Instruments

Waters

Waters
Waters
Metrohm
Perkin Elmer
Mettler
Eppendorf

Branson
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6 Methoden
6.1 Methoden Herstellung

6.1.1 Auswahl eines geeigneten Schutzgases

Fir die Auswahl eines geeigneten Schutzgases und die Bestimmung der optimalen Begasungszeit ist
WFI verwendet worden. WFI ist das Losungsmittel fur die Wirk- und Hilfsstoffe und wird im regularen
Herstellungsprozess vor seiner Verwendung mit Stickstoff begast.

Die Ubliche Chargengrosse bei der Herstellung von TAP-Lésung betragt 2I. Zur Ermittlung des
Schutzgases und der Begasungszeit ist dementsprechend auch eine Ansatzgrésse von 2| gewahlt
worden.

Das WFI ist durch Auskochen erst einmal von seinem geldsten Sauerstoff befreit worden. Anschlies-
send wurde das WFI abgekuhlt unter Durchleiten mit Stickstoff respektive Argon.

Der Sauerstoffgehalt im WFI wurde mit dem Gerat CellOx 325 gemessen. Die Sauerstoffkonzentratio-
nen sind alle 15 Minuten abgelesen worden. Es wurde insgesamt Uber einen Zeitraum von 155 Minu-
ten begast. Das Gerat CelloX325 arbeitet mit einem membranbedeckten polarographischen Sensor.
Die Oberflache einer negativ geladenen Goldelektrode reduziert den Sauerstoff zu Hydroxid. Bei die-
ser chemischen Reaktion fliesst ein Strom, der der umgesetzten Sauerstoff-Stoffmenge proportional
ist. Das Gerat berechnet aus dem Sensorsignal die Konzentration des Sauerstoffes.

6.1.2 Herstellung der TAP-L6sungen gemass Faktoren Design

WFI wurde gemass dem Vorversuch zur Ermittlung der Begasungszeit fiir die Dauer von 45 Minuten
mit Argon begast. Die einzelnen Substanzen wurden abgewogen und mit dem vorbegasten WFI ge-
I6st. Die Lésungen wurden durch Rihren auf einem Magnetrihrer und unter Durchleitung von Argon
homogenisiert. Die L6sungen wurden entweder mit der Schlauchquetschpumpe Baxa in Stechampul-
len oder mit der Ampullenabfilimaschine in Brechampullen abgefullt. Bei der Abfullung mit der Baxa
ist eine Doppelnadel mit Hilfe zweier Kanulen imitiert worden. Die eine Kantle diente als Produktaus-
lass wahrend die andere Kaniile Gber einen Schlauch an die Argon Flasche angeschlossen war. Das
Inertgas ist steril filtriert worden.

6.1.3 Autoklavieren der TAP-Losungen

Die Stechampullen wurden bei 121°C fur die Dauer von 20 Minuten autoklaviert. Die Brechampullen
sind bei 121°C fur die Dauer von 25 Minuten autoklaviert worden.
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6.2 Methoden Analytik

6.2.1 Bestimmung der Osmolalitat

Die Messung der Osmolalitat beruht auf dem Prinzip der Gefrierpunkterniedrigung. Grundlage ist die
Methode 2.2.35 der PhEur.

Pro Versuch wurde je ein Wert aus zwei verschiedenen Stech- bzw. Brechampullen bestimmt.

6.2.2 Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert wurde mit der potentiometrischen Methode gemass PhEur 2.2.3 gemessen. Pro Versuch
wurde je ein Wert aus zwei verschiedenen Stech- bzw. Brechampullen bestimmt.

6.2.3 Farbe und Klarheit

Die Farbe und Klarheit der Losungen wurde nach der Prifmethode Color and Clarity gemass Epi-
nephrine Injection USP bestimmt. Die einzelnen TAP-L6sungen sind visuell betrachtet worden. Die
TAP-Lésungen durften dabei keine Verfarbung aufweisen. War eine Farbung einer Losung festzustel-
len, so wurde die Probelésung gegen die Standardlésung flr den Prifpunkt Farbe und Klarheit im
UV/VIS-Spektirometer vermessen. Die Priflosung ist unverdinnt vermessen worden. Die Absorption
der Probelésung bei einer Wellenlange von 460nm durfte nicht grésser als die Absorption der Stan-
dardlésung sein.
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6.2.4 Gehaltsbestimmung von Adrenalintartrat

Die Gehaltsbestimmung erfolgte nach der HPLC Methode aus der Monographie Cocaine Tetracaine
Hydrochlorides and Epinephrine Topical Solutions aus der USP 2002.

In der Monographie werden die einzelnen Komponenten mittels lonenpaarchromatographie getrennt.
Als lonenpaarreagenz wurde Octan-1-sulfonsaure eingesetzt.

Tabelle 6-1: Chromatographische Bedingungen zur Gehaltsbhestimmung von Adrenalintartrat

Parameter Einstellung / Beschreibung

Saule Lichrosphere 100° RP 18e 250mmx5um von Merck

Name der Methode Grad 5_2 Lichrocart_Inst

Mobile Phase
e Solvent A 900ml Pufferldsung 0,05molar pH 2,5 und 100ml Acetonitril

e Solution B 700ml Pufferlésung 0,05molar pH 2,5 und 300ml Acetonitril

Saulen- und Probentemperatur 25°C
Flussrate 1,0ml/min
Injektionsvolumen 10ul
Quantifizierung bei 280nm
Laufzeit der Chromatogramme 45 Minuten

Stamm- und Kalibrationslésungen

Die Stammlésung ist mit allen drei Wirkstoffen hergestellt worden. Die Stammldsung enthielt 250mg
ADR und je 2500mg PPC und TTC pro 250ml. Die Wirkstoffe sind in WBYV gel6st worden.

Fur die Kalibrationslésungen ist von der Stammlésung ein bestimmtes Volumen pipettiert und mit
Solvent A verdinnt worden. In der nachfolgenden Tabelle sind die Konzentrationen der Kalibrationslo-
sungen und die von der Stammldsung zu pipettierenden Volumina angegeben.

Tabelle 6-2: Pipettierschema zum Herstellen der Kalibrationslésungen von ADR

Adrenalin [mg/l] Volumen der Stammlo- | Endvolumen [ml]
sung [ul]
80% 40 400 10
100% 50 500 10
120% 60 600 10

Probenvorbereitung: 1ml TAP-L6sung ad 10ml mit Solvent A im Messkolben auffillen.
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6.2.5 Gehaltsbestimmung von Tetracain- und Proxymetacainhydrochlorid

Zur Gehaltsbestimmung von Tetracain- und Proxymetacainhydrochlorid ist eine HPLC Methode entwi-
ckelt worden. Die chromatographischen Bedingungen sind der Tabelle 6-3 zu entnehmen.

Tabelle 6-3 : Chromatographische Bedingungen zur Gehaltsbestimmung von Tetracain- und Proxymetacainhydrochlo-
rid

Parameter Einstellung / Beschreibung

Saule YMC-Pack Hydrosphere, 150x3,0mm i.d., S-
3um, 120A von Stagroma

Name der Methode YMC_Grad16_Fluss05ml_Inst

Mobile Phase Solvent A: Phosphatpuffer 0,05 molar, pH 3,0

Solvent B: Acetonitril

Saulen- und Probentemperatur 25°C
Flussrate 0,5ml
Injektionsvolumen 10pl
Quantifizierung bei 280nm
Laufzeit der Chromatogramme 35 Minuten

PPC und TTC wurden mittels Gradientenelution aufgetrennt.

Tabelle 6-4: Gradient zur Gehaltsbestimmung von Tetracain- und Proxymetacainhydrochlorid

Zeit [min] % Solvent A % Solvent C

100,0 0,00
5 100,0 0,00
6 65,0 35,0
11 65,0 35,0
13 50,0 50,0
14 40,0 60,0
20 40,0 60,0
21 65,0 35,0
23 100,0 0,00
35 100,0 0,00
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Stamm- und Kalibrationsldsungen

Fir die Stammldsung sind je 250mg PPC und TTC mit WBV ad 100ml gel6st worden.

Tabelle 6-5: Konzentrationsbereiche der Kalibrationslésungen

80% S1 PPC 160mgl/l TTC 160mgl/l
100% S2 PPC 200mgl/l TTC 200mg/l
120% S3 PPC 240mgl/l TTC 240mgl/l

Ausgehend von der Stammldsung werden wie in Tabelle 6-6 angegeben folgende Volumina pipettiert
und mit Solvent A bis zum gewtlinschten Volumen aufgefiillt.

Tabelle 6-6: Pipettierschema zum Herstellen der Kalibrationslésungen

PPC und TTC [mg/l]

Volumen der Stammlo-
sung [ul]

Endvolumen [ml]

80% 160 1600 25
100% 200 2000 25
120% 240 2400 25

Probenvorbereitung

1ml TAP-L&sung mit Solvent A ad 25ml im Messkolben aufflllen. Dies entspricht 100% der Kalibrat-

ionsgeraden.
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7 Resultate und Diskussion

7.1 Resultate des Faktoren Designs

Das Faktoren Design wurde zu den Zeitpunkten direkt nach der Herstellung (to) und nach 6 Monaten
(ts) Lagerung der Proben im Kuihlraum (2-8°C), bei Raumtemperatur (15-25°C) und bei 40°C ausge-
wertet. Die Auswertung wurde einmal mit der Dreifachwechselwirkung ABC als Varianz des Versuchs-
fehlers und einmal unter Berlcksichtigung der Wiederholversuche als Varianz des Versuchsfehlers
vorgenommen. Die einzelnen Yates Schemata sind im Anhang (Tabellen 12-1 bis 12-12) zu finden.
Zusammenfassende Ubersichten von der Auswertung mit ABC und den Wiederholversuchen sind den
Tabelle 11-3 und Tabelle 11-4 zu entnehmen. Im Nachfolgenden ist eine kombinierte Ubersicht aus
den Tabelle 11-3 Tabelle 11-4 dargestellt.

Tabelle 7-1: Ubersicht tiber signifikante Faktoren und Wechselwirkungen mit ABC und Wiederholversuchen als Varianz
des Versuchsfehlers

Wirkstoff Faktor Wechselwirkungen Zeitpunkt der Probenahme
A B C AB AC BC | ABC
Adrenalintartrat | +/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- Direkt nach Herstellung
++ -/- -/- -/- -/+ -/- -/- | Nach 6 Monaten KS
+/- -/- -/- +/- -/- -/- -/- | Nach 6 Monaten RT
-/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- | Nach 6 Monaten 40°C
PPC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- | Direkt nach Herstellung
-1+ -+ -/- -/- -/- -/- -/- | Nach 6 Monaten KS
-/- +/- +/- -/- -/- +/- -/- | Nach 6 Monaten RT
-/- +/- +/- -/- -/- +/- -/- | Nach 6 Monaten 40°C
TTC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- | Direkt nach Herstellung
-1+ -/- -[+ -/- -/- -/- -/- | Nach 6 Monaten KS
-/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- | Nach 6 Monaten RT
-/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- | Nach 6 Monaten 40°C

Allgemein Das erste Zeichen vor dem Schragstrich ist die Auswertung mit ABC als Varianz des
Versuchsfehlers, das zweite Zeiten die Auswertung mit den Wiederholversuchen

Legende +/+ Signifikant in der Auswertung mit ABC und Wiederholversuchen

-/+ oder +/-  Signifikant in der Auswertung entweder mit ABC oder mit
Wiederholversuchen

-/- Nicht signifikant, weder in der Auswertung mit ABC noch mit Wiederhol-
versuchen
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Ausgehend von Tabelle 7-1 werden an Hand folgender Kriterien die Faktoren und Wechselwirkungen,

die interpretiert werden, ausgewahlt:

e Faktoren, die ein +/-, -/+ oder ein +/+ in ihrem Feld haben

e Die Existenz einer reinen Wechselwirkung ohne dass die Effekte separat als signifikant auftre-
ten, ist dusserst selten [38]. Bezogen auf Tabelle 7-1 ist nur bei PPC und der Wechselwirkung
BC bei Raumtemperatur und bei 40°C eine interpretierbare Wechselwirkung vorhanden.

Unter Berlcksichtigung der oben aufgeflihrten Auswahlkriterien werden folgende Ergebnisse naher

betrachtet.

Tabelle 7-2: Signifikante Faktoren und Wechselwirkungen mit den Zahlenwerten fir die einfachen Effekte

Wirkstoff Faktor | 1-facher | Lagerzeit und -bedingungen | Signifikanz mit ABC / WHV
Effekt
Adrenalintartrat -4,275 | Direkt nach Herstellung ABC
-5,02 6 Monate Kuhlraum ABC + WHV
A -3,13 6 Monate Raumtemperatur ABC
PPC A -3,50 6 Monate Kuhlraum WHV
B -2,01 6 Monate Kuhlraum WHV
B -3,08 6 Monate Raumtemperatur ABC
B -3,98 | 6 Monate 40°C ABC
C 5,37 6 Monate Raumtemperatur ABC
C 5,53 6 Monate 40°C ABC
BC 4,97 6 Monate Raumtemperatur ABC
BC 6,08 6 Monate 40°C ABC
TTC -1,34 6 Monate Kuhlraum WHV
0,85 6 Monate Kuihlraum WHV
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7.1.1 Adrenalintartrat und Faktor A

Wie aus Tabelle 7-2 hervorgeht, zeigt Faktor A direkt nach Herstellung, bei Kiihlraumlagerung und bei
Raumtemperatur einen signifikanten Effekt. Eigentlich wirde man erwarten, dass nach 6 monatiger
Lagerung bei 40°C ebenfalls ein signifikanter Effekt des Faktors A auftritt. Dies ist aber nicht der Fall.

Ein Vergleich der Varianzen der Versuchsfehler stellt sich wie folgt dar:

Tabelle 7-3: Vergleich der Versuchsstreuungen fir Adrenalintartrat und Faktor A

Zahlenwerte Zeitpunkte Signifikant
far Varianz des Versuchsfehlers der Probenahme
(ABC)? 0,04 to ja
0,06 te KS ja
0,05 ts RT ja
0,52 ts 40°C nein
Wiederholversuche 1,39 to nein
0,70 te KS ja
29,16 ts RT nein
45,29 ts 40°C nein

Die Varianz fur den Versuchsfehler fir 40°C ist mit 0,52 klein, aber im Vergleich zu den Varianzen zu
den Zeitpunkten t; um den Faktor 10 grosser. Faktor A ist daher bei dieser Temperatur nicht signifi-

kant.

Bei der Auswertung mit den WHYV sind die Varianzen des Versuchsfehlers mit 29,16 und 45,29 gross.
Ein Vergleich der Wirkstoffgehalte ist in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 7-4: Wirkstoffgehalt von Adrenalintartrat nach 6 Monaten Lagerung bei Raumtemperatur und 40°C

ts RT ts 40°C
Versuch 1 101,43% 85,23%
Wiederholversuch 1 98,99% 94,16%
Versuch abc 99,26% 81,58%
Wiederholversuch 2 88,74% 91,65%
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Der Unterschied in den Wirkstoffgehalten kann nicht erklart werden. Es besteht die Mdglichkeit, dass
die Proben versehentlich falsch beschriftet oder aber vertauscht worden sind. Eine weitere Fehlerquel-
le ware das Bestiicken und Programmieren des Autosamplers des HPLC-Systemes.

Faktor A auf hohem Niveau sind die Versuche mit Autoklavieren. Dies betrifft die Versuche a, ab, ac
und abc. Diese Versuche weisen nach z. B. nach 6 Monaten Lagerung im Kuhlraum einen durch-
schnittlichen Wirkstoffgehalt von 92-95% auf, wahrend die keimfiltrierten Versuche einen durchschnitt-
lichen Wirkstoffgehalt von 98-100% zeigen.

Um einen hoheren Gehalt an Adrenalintartrat zu erzielen, muss Faktor A auf niedrigem Niveau (Keim-
filtration) gewahlt werden.

7.1.2 Proxymetacainhydrochlorid und Faktor A

Faktor A flihrt zu einem Wirkstoffverlust von PPC. Nach 6 Monaten Lagerung im Kihlraum weisen die
Versuche mit Autoklavieren einen durchschnittlichen Wirkstoffgehalt von 92-97% auf. Die keimfiltrier-
ten Versuche (1, b, ¢, bc) dagegen liegen mit einem durchschnittlichen Wirkstoffgehalt von 97-100%
hoher. Dies deckt sich mit den Angaben aus der Literatur, in der fir PPC die Keimfiltration als Sterili-
sationsmethode angegeben wird [14].

7.1.3 Proxymetacainhydrochlorid und Faktor B

In allen drei Fallen des signifikanten Faktors B ist das Vorzeichen fur den einfachen Effekt negativ. Die
Versuche mit Handabfillung (b, ab, bc, abc) weisen somit einen niedrigeren Wirkstoffgehalt auf als die
Versuche, die mit der Ampullenabfiillmaschine produziert worden sind. Um einen héheren Gehalt an
PPC zu erzielen, sollte TAP- Losung mit einen standardisiertem Begasungsprozess hergestellt wer-
den.

7.1.4 Proxymetacainhydrochlorid und Faktor C

Faktor C zeigt bei der Auswertung mit der Dreifachwechselwirkung als Versuchsfehler bei sechsmona-
tiger Lagerung bei Raumtemperatur und bei 40°C einen signifikanten Effekt. Die Versuche mit Natri-
ummetabisulfit (c, ac, bc und abc) haben nach 6 Monaten Lagerung bei Raumtemperatur einen Wirk-
stoffgehalt von durchschnittlich 96-99%. Die Versuche mit Ascorbinsaure (1, a, b, ab) weisen hinge-
gen nur einen durchschnittlichen Wirkstoffgehalt von 88-97% auf.
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7.1.5 Proxymetacainhydrochlorid und Wechselwirkung BC

In Falle der signifikanten Wechselwirkung BC tragt das Resultat fur die Wechselwirkung ein positives
Vorzeichen. Das positive Vorzeichen ergibt sich aus der Kombination der Vorzeichen von Faktor B
und C. Mdgliche Kombinationen waren demzufolge

B (-1)x C (-1) = BC (+1) oder B (+1) x C (+1) = BC (+1)

Gemaéss der Ausfuhrungen in Kapitel 7.1.3 ist Faktor B auf niedrigem Niveau (Ampullenmaschine)
signifikant. Gemass den Ausflihrungen in Kapitel 7.1.4 ist Faktor C auf hohem Niveau (Natriummeta-
bisulfit) signifikant. Daraus ergabe sich folgende Kombination:

B (-1)x C (+1) = BC (-1)

Demzufolge misste das Vorzeichen fir die Wechselwirkung negativ sein. Die berechneten Werte fir
die Wechselwirkung tragen aber ein positives Vorzeichen. Das ist unlogisch und kann nicht erklart
werden. Die Wechselwirkung ist nicht interpretierbar. Grundsatzlich ware jedoch eine Wechselwirkung
zwischen den Faktoren B und C denkbar. Durch die unterschiedliche Begasungstechnik (Faktor B) ist
der Sauerstoffgehalt in der Losung und im Kopfraum der Primarverpackung unterschiedlich. Dies wirkt
sich auf das Antioxidans (FaktorC) aus, das durch den Sauerstoff in LOsung irreversibel oxidiert und
damit verbraucht wird.

7.1.6 Tetracainhydrochlorid und Faktor A

Faktor A auf hohem Niveau sind die Versuche mit Autoklavieren. Das Vorzeichen des einfachen Ef-
fektes ist negativ. Der Zahlenwert fiir den Einfacheffekt ist mit — 1,34 kleiner als bei den Wirkstoffen
Adrenalintartrat (- 5,02 und — 3,13) und bei Proxymetacainhydrochlorid mit -2,01. Dies lasst auf eine
héhere Stabilitat von TTC gegenlber dem Autoklavieren schliessen.

7.1.7 Tetracainhydrochlorid und Faktor C

Faktor C ist mit 18,62 (vgl. Tabelle 12-6) nur knapp signifikant. Natriummetabisulfit als Antioxidans
fuhrt zu einem leicht héheren Wirkstoffgehalt an TTC als die Versuche mit Ascorbinsaure.
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7.1.8 Kritische Bewertung der Resultate des Faktoren Designs

Auffallig ist, dass der eine oder andere Faktor nur bei einer Lagerungstemperatur einen signifikanten
Effekt zeigt. Dies ist bei PPC und Faktor A (KR), bei PPC und Faktor B (KR), bei TTC und Faktor A
(KR) sowie bei TTC und Faktor C (KR) der Fall. Eigentlich wirde man erwarten, dass die Faktoren
auch bei den héheren Lagerungstemperaturen (Raumtemperatur und 40°C) signifikant waren. Dies ist
jedoch nicht der Fall. Mit einem Vergleich der Varianzen fir die Versuchsfehler wie am Beispiel von
PPC und Faktor A dargestellt, kann dies erklart werden.

Tabelle 7-5: Vergleich der Versuchsstreuungen fir PPC und Faktor A

Varianz Varianz Zeitpunkte
des Versuchsfehlers des Versuchsfehlers der Probenahme
(ABC)? 0,12 (WHV)? 7,79 to
(ABC)? 0,17 (WHV)? 0,19 ts KS
(ABC)? 0,04 (WHV)? 1,9 ts RT
(ABC)? 0,09 (WHV)? 7,59 ts 40°C

Ein Vergleich der Versuchsstreuungen zwischen ABC und den Wiederholversuchen zeigt, dass die
Streuungen fir ABC sehr klein sein kénnen. Aufgrund der unterschiedlichen Gréssenordnungen von
Versuchsstreuungen zwischen ABC und Wiederholversuchen ergeben sich unterschiedlich signifikan-
te Effekte und Wechselwirkungen (vgl.Tabelle 11-3 und Tabelle 11-4).

Die tabellierten F-Werte fir ABC und Wiederholversuche sind von den Freiheitsgraden abhangig. Die
Versuchsstreuung fur ABC ist klein und damit kann die berechnete Prufgrosse im F-Test gross sein.
Der tabellierte F-Wert ist aber daftir mit 161,4 (0=0,05; v4=1 v,=1) gross. Die Versuchsstreuung fir
Wiederholversuche ist in der Regel grosser, aber dafir ist der tabellierte F-Wert mit 18,51 (a=0,05;
v1=1 vy=1) kleiner. Aufgrund dessen nahern sich zwar beide Methoden zur Berechnung der Ver-
suchsstreuung an, die Auswertungen entweder mit ABC als Streuung fiir den Versuchsfehler oder mit
den Wiederholversuchen fihren dennoch zu verschiedenen signifikanten Effekten.

Bei der Auswertung des Faktoren Designs mit Wiederholversuchen und mit ABC sind insgesamt 168
Signifikanztest berechnet worden. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% fur den Fehler erster Art
besteht die Wahrscheinlichkeit, dass im Mittel bei mehrfacher Durchfiihrung des Designs bei 8 Versu-
chen die Nullhypothese falschlicherweise verworfen werden kénnte. Das bedeutet, dass bei 8 Versu-
chen falschlicherweise ein signifikanter Effekt angenommen werden kénnte Dies ist ein offensichtli-
ches Problem bei wiederholten Signifikanztests. Der Autor Stephen Senn geht in seinem Buch Sta-
tistical Issues in Drug Development naher auf diese Problematik ein [22].
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Wie Tabelle 7-1 darstellt, sind insgesamt 15 signifikante Faktoren und Wechselwirkungen berechnet
worden. Aufgrund des Problems der multiplen Signifikanztests kann angenommen werden, dass die
Signifikanzen teilweise falschlicherweise zustande gekommen sind.

Unter Berucksichtigung
e des Problems der multiplen Signifikanztests

e dem eher unwahrscheinlichen Auftreten von signifikanten Effekten bei nur einer Lagerungs-
temperatur

e nichtinterpretierbarer Wechselwirkungen
e Auftreten von Wechselwirkungen, ohne dass die entsprechenden Faktoren signifikant sind,

verbleiben schlussendlich drei Aussagen, die als wahrscheinlich angesehen werden kénnen:

ADR und Faktor A (-A)
PPC und Faktor B (-B)

PPC und Faktor C (+C)

Dementsprechend kann Versuch ¢ (Keimfiltration, Ampullenabfiillmaschine, Natriummetabisulfit,) als
der Beste und Versuch ab (Autoklavieren, Handabfiillung, Ascorbinsaure,) als der Schlechteste iden-
tifiziert werden.

Werden die Kriterien fur die Aussagen, die als wahrscheinlich angesehen werden noch enger gefasst,
indem sowohl die Auswertung mit ABC als auch die Auswertung mit den Wiederholversuchen einen
signifikanten Effekt ergeben muss, so bleibt schlussendlich nur ADR und Faktor A (-A) Gbrig. Um aber
Uberhaupt eine Idee zu bekommen, was die Ursache fir die verfarbte TAP-L6sung sein kdnnte, wur-
den die oben genannten drei Aussagen als wahrscheinlich angenommen.
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7.2 Weitere Resultate

7.2.1 Resultate Farbe und Klarheit

Die einzelnen Versuche zeigten im Prifpunkt Farbe und Klarheit folgende Resultate:

Tabelle 7-6: Farbe und Klarheit nach 6 Monaten: Lagerbedingungen: Kithlraum, Raumtemperatur und 40°C

Kihlraum Raumtemperatur 40°C
i.0. n.i.0. i.0. n.i.0. i.0. n.i.0.

Versuch 1 X X

Versuch a X X X

Versuch b X X
Versuch ab X X
Versuch ¢ X X X

Versuch ac X X X

Versuch bc X X X
Versuch abc X X X

Tabelle 7-6 zeigt den Effekt des Faktors B. Immer dann, wenn Faktor B auf hohem Niveau ist, sind die
Versuche b, ab, bc und abc nicht in Ordnung. Die Versuche mit Faktor B auf hohem Niveau sind von
Hand begast worden. Dieses Resultat stimmt mit den Resultaten des Faktoren Designs Uberein, in
dem die Begasung von Hand einen negativen Einfluss auf die Wirkstoffstabilitdt von PPC hat.

7.2.2 Resultate pH-Werte

Alle Versuche lagen bei allen drei Lagerbedingungen Uber den Zeitraum von 6 Monaten innerhalb der
geforderten Grenzen von pH 3,0 — 5,0 (vgl. Anhang 11.9).

7.2.3 Resultate Osmolalitat

Die gemessenen Werte fir die Osmolalitdten sind nicht mittels Yates auf signifikante Effekte und
Wechselwirkungen untersucht worden. Wichtig fir TAP-LOsung ist, dass die applizierte LOsung inner-
halb des isotonen Bereiches liegt. Wie aus Tabelle 11-7 hervorgeht, liegen die Osmolalitaten fiir alle
Versuche wahrend des Stabilitédtstestes innerhalb der geforderten Grenze von 281-297mosmol/kg.
Das Resultat vom Wiederholversuch 2 liegt zu den Zeitpunkten t, und nach 6 Monaten bei 40°C mit
297mosmol/kg knapp oberhalb der Limite. Das wird jedoch als unkritisch betrachtet.
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7.3

Wirkstoffgehalt der Versuche c und ab tGber 6 Monate im Vergleich

Versuch c hat sich im Faktoren Design als der beste Versuch erwiesen. Der Verlauf der Wirkstoffge-
halte Giber den Lagerzeitraum von 6 Monaten stellt sich wie folgt dar:
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Abbildung 7-3: Versuch ¢, Lagerung bei 40°C
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Abbildung 7-2: Versuch c, Lagerung bei RT
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Versuch ab hat sich im Faktoren Design als der schlechteste Versuch erwiesen. Der Verlauf der Wirk-

stoffgehalte Uber einen Lagerzeitraum von 6 Monaten sieht wie folgt aus:
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Abbildung 7-5: Versuch ab, Lagerung bei RT

Hier zeigt sich noch einmal deutlich, dass TAP-LAsung nicht autoklaviert werden kann.
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7.4 Zusammenfassung der Resultate

Fir die Herstellung von TAP-Lésung kann folgende Empfehlung abgegeben werden. TAP-L&sung
kann nicht autoklaviert werden. Die Keimfiltration bleibt als Sterilisationsmethode weiterhin bestehen.
Ascorbinsdure hat sich als alternatives Antioxidans nicht bewahrt. Natriummetabisulfit wird weiterhin
als Bestandteil der Formulierung enthalten sein. Die Formulierung sollte durch Zusatz von Natrium-
chlorid isotonisiert werden. Die Inertbegasung von Hand hat deutliche Nachteile auf die Wirkstoffstabi-
litdt von Proxymetacainhydrochlorid gezeigt. Daher sollte ein geeignetes Gerat zur Abfillung und Be-
gasung von Flissigkeiten unter Inertgasatmosphare evaluiert werden.

Im Faktoren Design wurde mit Argon als Inertgas gearbeitet. In der Praxis wird jedoch Medizinalstick-
stoff verwendet. Wie unter 4.5.1.1 beschrieben, ist Argon wegen seiner besseren Ldslichkeit in Was-
ser und seiner grdosseren Dichte als Inertgas besser geeignet als Stickstoff. Da bei der derzeitigen
Herstellung von TAP-L&sung Medizinalstickstoff verwendet und die Begasung von Hand durchgefiihrt
wird, bleibt die Haltbarkeit von TAP-LOsung bei 6 Monaten bestehen. Ob eine Verlangerung der Halt-
barkeit auf z.B. ein Jahr mdglich ist, missen Langzeitstabilitatstests beweisen. Die Lagerung von
TAP-L6ésung bei 2-8°C wird empfohlen.

Aufgrund der Gesamtheit aller Ergebnisse werden, miissen die Anforderungen an TAP-LOsung neu
definiert werden:

Tabelle 7-7: Alte und neue Anforderungen an TAP-LOsung im Vergleich

Alt Neu
Menge / Einheit: Fullmenge 3,6-4,4g 3,6-4,4¢g
Eigenschaft: klare und farblose Flissig- | entspricht entspricht
keit
Identitéat: Proxymetacain entspricht entspricht
Tetracain entspricht entspricht
Adrenalin entspricht entspricht
Chilorid entspricht entspricht
Gehalt: Proxymetacain HCI 4,75-5,25¢g/L 4,75-5,25¢g/L
Tetracain HCI 4,75-5,25¢g/L 4,75-5,25¢g/L
Adrenalintartrat 450-550mg/L 450-550mg/L
Reinheit: Farbe und Klarheit entspricht entspricht
pH-Wert: 3,0-5,0 3,0-5,0
Osmolalitat 120-160mosm/kg 281-297mosm/kg
Steriltest: steril steril
Lagerungshbedingungen: Raumbedingungen |2-8°C
Verwendungsdauer: 6 Monate 6 Monate

Die neuen Anforderungen an TAP-LOsung werden in die Spezifikation, die noch zu erstellen ist, auf-

genommen.
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8 Konklusionen

Faktoren Design ist prinzipiell eine effektive Methode, um Formulierungen und Prozesse zu optimie-
ren. Es bietet die Mdglichkeit, signifikante Einflussgréssen von nicht signifikanten zu trennen. Die als
signifikant identifizierten Einflussgréssen wie z. B. die Begasung von Hand missen dann in einem
weiteren Schritt auf ihr Optimum eingestellt werden.

Die Auswertungen nach Yates haben unterschiedliche signifikante Effekte und Wechselwirkungen
ergeben, je nachdem ob mit der Dreifachwechselwirkung oder den Wiederholversuchen als Versuchs-
fehler gerechnet worden ist. In den meisten Lehrbiichern der pharmazeutischen Technologie ist zu
dem Thema statistische Versuchsplanung ein und dasselbe Beispiel angegeben. Dieses Beispiel ist
ein konstruiertes, in dem mit ABC als Versuchsfehler gerechnet wird [12, 38]. Um aber einen gesamt-
haften Uberblick (iber mégliche signifikante Faktoren und Wechselwirkungen und damit schlussend-
lich mogliche Losungsansatze fiir ein Problem zu bekommen, empfiehlt es sich, die Auswertung eines
solchen Designs mit beiden Methoden vorzunehmen.

In dem Beanstandungsbericht von 2002 [36] ist man davon ausgegangen, dass das Adrenalin die
Ursache flr die Verfarbung der TAP-L&sung sei. Im Faktoren Design hat sich jedoch gezeigt, dass die
Handbegasung bei PPC zu einem Wirkstoffverlust fuhrt. Wie unter 0 beschrieben, kénnen sich PPC
haltige Lésungen unter Zutritt von Warme und Luft braunlich verfarben. Eine mégliche Ursache fur die
Verfarbung der TAP-Lésung kénnte demnach auch das PPC gewesen sein. Zumal bei der damaligen
Untersuchungen zu der Beanstandung mdégliche Abbauprodukte von Adrenalin, die fir die Verfarbung
verantwortlich hatten sein kénnen, nicht identifiziert werden konnten.

Die Auswahl eines geeigneten Gerates, um sauerstoffempfindliche Flissigkeiten unter Inertgasat-
mospare abflillen zu kénnen, wird noch einige Probleme aufwerfen. Eigentlich ware eine kleine Abfill-
strasse optimal, in der die leeren Primarverpackungen vor dem Einflllen der L6sung mit Inertgas ge-
flutet werden wirden. Abschliessend musste der Kopfraum begast und die Primarverpackung direkt
verschlossen werden. Dies wirde der Arbeitsweise der Ampullenabfilimaschine entsprechen. Solche
Maschinen setzten aber eine Mindestansatzgrésse voraus. Und hier liegt das Problem der Spital-
Pharmazie. Fir viele Gerate sind unsere Ansatzmengen einfach zu klein. Die Evaluation eines geeig-
neten Gerates steht derzeit in der Spital-Pharmazie noch aus.
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10 Verzeichnisse

10.1 Verzeichnis der Abklrzungen

Abkirzung Bedeutung

ZNS Zentrales Nervensystem
TTC Tetracainhydrochlorid

PPC Proxymetacainhydrochlorid
ADR Adrenalintartrat

WFI Wasser fur Injektionszwecke
WBV Wasser behandelt vollentsalzt (= gereinigter Wasser PhEur)
WHV Wiederholversuch

KR Kihlraum

RT Raumtemperatur

k. A. Keine Angaben
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11  Anhang

11.1 Defekturmassstab von TAP-LAsung

Tabelle 11-1: Defekturmassige Herstellung von TAP-L6sung in den Jahren 2002 bis 2005

Jahr Anzahl Stechampullen / Jahr Anzahl Originalpackungen / Jahr
2005 1220 Stechampullen 48
2004 1220 Stechampullen 48
2003 1275 Stechampullen 51
2002 1150 Stechampullen 46

11.2 Osmolalitat TAP-L6sung (25x4ml) seit 2003

Tabelle 11-2: Osmolalitat von TAP-L&sung verschiedener Produktionschargen im Zeitraum 2003 - 2005

Probennummer Chargennummer Osmolalitat [mosmol/kg]
030704-02 030627501 141 /142
031010-03 030930501 137 /141
040309-03 040225S03 139/139
040526-17 040525501 139/139
040920-05 040915501 138/137
050216-01 050131501 143 /138
050419-03 050415501 139/139
050817-06 050811501 139/138
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11.3 Berechnung zur Isotonisierung

Berechnung nach der DAC Methode

0,52K —ne ATA1%

HS[%] =
ATnl%
HS Menge isotonischer Zusatz in %
0,52K Gefrierpunktserniedrigung der Korperflissigkeit
n Gehalt des Arzneistoffes in %
ATA1% Gefrierpunktserniedrigung einer 1% LOsung des Arzneistoffes [K], Wert ist tabel-
liert
ATH1% Gefrierpunktserniedrigung einer 1% L&sung des isotonisierenden Zusatzes [K],

Wert ist tabelliert, AT (NaCl)1% = 0,58K

Ist A Ta unbekannt,

so wird A T, mit folgender Formel abgeschatzt:

16,957
ATa=——
R(A)
Z Wertigkeit
Mg Molekulargewicht des Arzneistoffes (g/mol)

Berechnung der bendtigten Menge Natriumchlorid zur Isotonisierung der TAP-L&sung

Annahme: Die Werte fir ATal% fiir Tetracainhydrochlorid, Proxymetacainhydrochlorid und Adrena-

lintartrat sind unbekannt:
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Berechnung von ATal% fur Tetracainhydrochlorid:

16,952

AT (Tetracainhydrochlorid 1% =
T y 1% = =08

AT (Tetracainhydrochlorid) 1% = 0,11

(vgl. Tabellenwert DAC 1999: DAC-Anlage B = 0,11)

Berechnung von ATal% fiir Adrenalintartrat:

16,952

AT (Adrenalintartrat)1% =
303,3

AT (Adrenalintartrat)1%= 0,11

(vgl. Tabellenwert DAC 1999: DAC-Anlage B = 0,11)

Berechnung von ATal% fiir Proxymetacainhydrochlorid:

16,952

AT (Proxymetacainhydrochlorid)1% =
330,9

AT (Proxymetacainhydrochlorid)1% = 0,10

(Tabellenwert DAC 1999: DAC-Anlage B, kein Tabellenwert vorhanden)
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Alternative Berechnung von ATAl% fiir Proxymetacainhydrochlorid

34010

AT (Proxymetacainhydrochlorid)1% = 30,9

AT (Proxymetacainhydrochlorid)1% = 0,10

Berechnung der bendtigten Menge Natriumchlorid als isotonisierender Zusatz:

052K —((0,50,1)+(0,500,11)+ (0,05 0,11)+ (0,05 0,27))

HS[%] = N

HS = 0,683%

Wahrend der Herstellung von TAP-LOsung werden die Substanzen in Natiumchloridlédsung 0,9% auf-
geldst. Die bedeutet, dass bereits eine Natriumchloridkonzentration von 0,225% vorhanden ist, die
von der berechneten Gesamtmenge an isotonisierendem Zusatz abzuziehen ist.

0,683% - 0,225% = 0,458%

In 100ml TAP-Lésung mussen noch 458mg Natriumchlorid als Festsubstanz zugegeben werden.
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Aufgrund der Berechnung ergibt folgende Zusammensetzung der TAP-L6sung:
Tetracainhydrochlorid 500mg
Proxymetacainhydrochlorid 500mg

Adrenalintartrat 50mg
Natriummetabisulfit 50mg
Natriumchlorid 683mg

Wasser fur Injektionszwecke  ad 100ml

Die Osmolalitéat der TAP-Lésung mit dieser Zusammensetzung ist erneut gemessen worden. Die L6-
sung war mit 273mosmol/kg immer noch hypoton. Mit den zur Berechnung der bendtigten Menge an
Natriumchlorid verwendeten Formeln kénnen nur Naherungswerte berechnet werden.

Die fur die Erreichung des angestrebten Osmolalitatsbereiches von 281-297mosmol/kg mussten
schlussendlich 485mg Natriumchlorid pro 100ml TAP-Lésung als Festsubstanz zugegeben werden.

Die finale Zusammensetzung der TAP-Lésung wie sie mit Natriummetabisulfit im Faktorendesign ein-
setzt worden ist, sieht also wie folgt aus:

Tetracainhydrochlorid 500mg
Proxymetacainhydrochlorid 500mg

Adrenalintartrat 50mg
Natriummetabisulfit 50mg
Natriumchlorid 705mg

Wasser fur Injektionszwecke  ad 100ml
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11.4 Auswahl eines geeigneten Schutzgases

Die Abbildung 11-1 zeigt die Konzentration an geléstem Sauerstoff in Wasser in Abhangigkeit von der
Zeit. Es ist ein Volumen von 2| WFI begast worden, was einer reprasentativen Ansatzgrosse fir TAP-
Lésung entspricht.

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, werden mit Argon tiefere Restsauerstoffkonzentrationen im WFI
als mit Stickstoff erreicht. Argon wird als Schutzgas gewahlt, die Begasungszeit von 2| WFI wird auf 45
Minuten festgelegt.

10
& 9
A

7
E= & N e _
= £ 5 \ —&— Begasen mit N2
ég 4 AN e V —=®— Begasen mit Argon
5 3 i\-\
§ 2
3 1 = = —&

0

0 15 30 45 60 155
Zeit [min]

Abbildung 11-1: Konzentration von geléstem Sauerstoff in Wasser in Abhéangigkeit von der Begasungszeit mit Stick-
stoff resp. Argon als Schutzgas
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11.5 Berechnung der Menge Ascorbinséaure als Antioxidans

Fir die alternative Formulierung soll Ascorbinsdure in der gleich Stoffmenge vorhanden sein wie
Natriummetabisulfit in der urspriinglichen TAP-Lésung.

In der urspringlichen Formulierung sind 50mg Natriummetabisulfit pro 100ml TAP-L&sung enthalten.
Rechnung:
0,05g NMBS in 100ml Lésung

1mol NMBS 190,19

1>

X 0,059 X=2,63:10"

1>

In 100ml TAP-L&dsung sind 2,63-10™ mol NMBS enthalten.

Diese Stoffmenge wird auch fiir die alternative Formulierung zu Grunde gelegt.

Ascorbinsaure hat ein molekulares Gewicht von 176,1g/mol. 2,63-10™ mol Ascorbinsaure entsprechen
einer Einwaage von 46,3mg pro 100ml Ldsung.
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11.6 Loésungen fur die Analytik

Phosphorsaure 0,05 molar zur pH Einstellung

In einem Messkolben 2000ml wird ein Grossteil des WBV vorgelegt. 11,53g Phosphorsaure 85% wer-
den abgewogen und quantitativ in den Messkolben tberfiihrt. Mit WBV auf 2000ml auffillen.

Pufferlésung 0,05 molar pH 2,5 fir HPLC (Adrenalinbestimmung)

13,60g Kaliumhydrogenphosphat und 1,32g Octan-1-sulfonsdure werden in einem Grossteil WBV
gel6st. Mit 0,05 molarer Phosphorsaure wird auf einen pH von 2,5 eingestellt und mit WBV auf 2000ml
erganzt.

Mobile Phase fur HPLC (Adrenalinbestimmung)
Solution A: 900mlI Pufferlésung 0,05molar pH 2,5 und 100ml Acetonitril
Solution B: 700ml Pufferlésung 0,05molar pH 2,5 und 300ml Acetonitril

Phosphatpuffer 0,05molar pH 3,0 (Tetracain- und Proxymetacainbestimmung)

13,60g Kaliumhydrogenphosphat werden in einem Grossteil WBV geldst. Mit Phosphorsaure 0,05
molar wird auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt. Mit WBV wird auf ein Volumen von 2000ml erganzt.

Standardlésung fir Prufpunkt Farbe und Klarheit

2ml einer 0,1N lodlésung werden mit WBV im Messkolben auf ein Volumen von 500ml aufgefiillt.
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11.7 Einzelauswertungen: ABC und Wiederholversuchen als Varianz des Ver-

suchsfehlers

Tabelle 11-3: Ubersicht uiber signifikante Faktoren und Wechselwirkungen mit ABC als Varianz des Versuchsfehlers

Wirkstoff Faktor Wechselwirkungen Zeitpunkt der Probenahme
Adrenalintartrat A B C AB AC BC ABC

+ - - - - - - Direkt nach Herstellung

+ - - - - - - Nach 6 Monaten KS

+ - - + - - - Nach 6 Monaten RT

- - - - - - - Nach 6 Monaten 40°C
PPC - - - - - - - Direkt nach Herstellung

- - - - - - - Nach 6 Monaten KS

- + + - - + - Nach 6 Monaten RT

- + + - - + - Nach 6 Monaten 40°C
TTC - - - - - - - Direkt nach Herstellung

- - - - - - - Nach 6 Monaten KS

- - - - - - - Nach 6 Monaten RT

- - - - - - - Nach 6 Monaten 40°C
Legende + Signifikant

- Nicht signifikant
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Tabelle 11-4: Ubersicht iiber signifikante Faktoren und Wechselwirkungen mit Wiederholversuchen als Varianz des

Versuchsfehlers

Wirkstoff

Faktor

Wechselwirkungen

Zeitpunkt der Probenahme

B C

AB

AC BC

ABC

Adrenalintartrat -

Direkt nach Herstellung

Nach 6 Monaten KS

Nach 6 Monaten RT

Nach 6 Monaten 40°C

PPC -

Direkt nach Herstellung

Nach 6 Monaten KS

Nach 6 Monaten RT

Nach 6 Monaten 40°C

TTC -

Direkt nach Herstellung

Nach 6 Monaten KS

Nach 6 Monaten RT

Nach 6 Monaten 40°C

Legende +

Signifikant

Nicht signifikant
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11.8 Rohdaten zur Gehaltsbestimmung von Tetracain, Proxymetacain,
Adrenalin Gber 6 Monate

Zeit in Monaten nach Herstellung 0 0 0 0 1 1 1 1
Messung (x/y : x = vial, y = Injektion) 1/1 1/2 2/1 2/2 1/1 1/2 2/1 2/2
mg/l mg/| mg/l mg/l mg/| mg/l mg/| mg/|
Versuch 1 Adrenalin KS 501,36 502,16 k. A. k. A 494,44 490,12 492,86 494,22
Versuch 1 Adrenalin RT 502,97 504,07 498,56 497,75
Versuch 1 Adrenalin 40 Grad 496,62 496,94 481,23 479,83
Versuch 1 PPC KS 5129.47 | 5089.47 | 5047.78 | 5077.89 | 4965,70 | 4974,43 5016,74 5005,59
Versuch 1 PPC RT 5168,875 | 5159,45 | Pipettierfehler | Pipettierfehler
Versuch 1 PPC 40 Grad 4815,60 | 4801,35 4845,75 4818,45
Versuch 1 TTC KS 5122.77 | 5087.03 | 5040.10 | 5070.12 | 4966,99 | 4976,54 5020,63 5002,56
Versuch 1 TTC RT 5185,225 | 5173,90 | Pipettierfehler | Pipettierfehler
Versuch 1 TTC 40 Grad 4934,60 | 4921,28 4972,88 4941,80
Versuch a Adrenalin KS 468,70 475,78 k. A. k. A. 466,37 469,11 482,70 476,61
Versuch a Adrenalin RT 478,82 477,10 475,27 479,32
Versuch a Adrenalin 40 Grad 469,30 460,05 459,70 472,36
Versuch a PPC KS 4848,48 | 4829,66 | 4918,79 | 4966,97 | 4896,425 | 4875,41 4894,51 4862,51
Versuch a PPC RT 4992,625 | 4992,90 499445 4991,325
Versuch a PPC 40 Grad 4849,90 | 4828,85 4759,90 4763,25
Versuch a TTC KS 4904,47 | 4881,68 | 4976,44 | 5019,92 | 4952,79 | 4928,59 4950,41 4915,81
Versuch a TTC RT 5084,35 | 5086,10 5084,05 5080,325
Versuch a TTC 40 Grad 5012,80 | 4991,45 4925,20 4924,25
Versuch b Adrenalin KS 498,86 492,23 k. A. k. A. 507,51 497,10 494,75 492,62
Versuch b Adrenalin RT 489,28 485,64 490,17 492,40
Versuch b Adrenalin 40 Grad 467,03 466,50 467,14 468,17
Versuch b PPC KS 4949,46 | 4930,13 | 5012,57 | 5002,76 | 4941,99 | 4940,35 4982,35 4974,79
Versuch b PPC RT 4850,50 | 4855,20 4927,05 4918,425
Versuch b PPC 40 Grad 4462,00 | 4436,83 4440,88 4436,75
Versuch b TTC KS 495240 | 4930,57 | 5023,51 | 5007,44 | 4946,99 | 4948,29 4987,10 4979,94
Versuch b TTC RT 4987,78 | 4989,35 5048,40 5044,10
Versuch b TTC 40 Grad 4918,33 | 4911,65 4919,48 4916,00
Versuch ab Adrenalin KS 472,73 467,98 k. A. k. A. 481,62 480,52 487,40 491,22
Versuch ab Adrenalin RT 470,08 474,34 462,64 462,05
Versuch ab Adrenalin 40 Grad 421,29 427,81 419,18 425,82
Versuch ab PPC KS 4834,33 | 4817,65 | 4788,07 | 4758,445| 4822,46 | 4780,51 4802,55 4813,65
Versuch ab PPC RT 4468,33 | 4471,00 4685,53 4683,43
Versuch ab PPC 40 Grad 4380,35 | 4360.00 4304,18 4309,75
Versuch ab TTC KS 4931 4910,955 | 4891,265 | 4849,51 | 4916,63 | 4875,64 4910,60 4917,08
Versuch ab TTC RT 4789,33 | 4791,00 4938,71 5025,55
Versuch ab TTC 40 Grad 4817,65 | 4792,38 4735,98 4739,55
Versuch c Adrenalin KS 491,02 498,12 k. A. k. A. 487,19 481,73 485,51 487,01
Versuch c Adrenalin RT 484,20 482,90 489,70 486,42
Versuch c Adrenalin 40 Grad 475,63 473,82 474,74 476,13
Versuch c PPC KS 4912,865 | 4907,935 | 4942,57 | 4932,9 | 4956,03 | 4969,94 4934,68 4902,51
Versuch c PPC RT 4896,83 | 4889,55 4896,375 4877,325
Versuch c PPC 40 Grad 4783,88 | 4789,88 4822,38 4864,63
Versuch c TTC KS 4916,32 | 4907,25 | 4949,235 | 4937,885 | 4960,31 | 4974,56 4938,81 4913,55
Versuch c TTC RT 4921,825 | 4910,45 4928,725 4912,10
Versuch c TTC 40 Grad 4892,98 | 4895,20 4943,33 4973,28
Versuch ac Adrenalin KS 464.9 463.27 466.62 467.07 467,40 473,37 462,11 472,97
Versuch ac Adrenalin RT 471,70 472,17 470,30 476,55
Versuch ac Adrenalin 40 Grad 456,44 458,86 450,01 451,57
Versuch ac PPC KS 4809.53 | 4790.7 | 4815.02 | 4804.09 | 4813,05 | 4807,56 4815,24 4794,13
Versuch ac PPC RT 4797,88 | 4790,45 4775,10 4785,25
Versuch ac PPC 40 Grad 4732,33 | 4721,73 4700,50 4696,25
Versuch ac TTC KS 4884.33 | 4873.72 | 4895.79 | 4886.76 | 4910,00 | 4901,25 4908,46 4887,51
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Zeit in Monaten nach Herstellung 0 0 0 0 1 1 1 1
Messung (x/y : x = vial, y = Injektion) 1/1 1/2 2/1 2/2 1/1 1/2 2/1 2/2
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
Versuch ac TTC RT 4909,05 | 4907,05 4884,20 4892,15
Versuch ac TTC 40 Grad 4913,48 | 4902,70 4875,28 4873,03
Versuch bc Adrenalin KS 486.6 487.4 500.96 500.46 489,95 501,61 515,99 506,50
Versuch bc Adrenalin RT 488,35 489,71 488,73 491,84
Versuch bc Adrenalin 40 Grad 477,85 478,12 476,58 476,93
Versuch bc PPC KS 4937,5 4904,6 | 5022,59 | 5025,58 | 4908,66 | 4908,11 4873,08 4875,00
Versuch bc PPC RT 5038,525 | 5028,175 5051,10 5059,925
Versuch bc PPC 40 Grad 4929,20 | 4905,55 4883,875 4864,30
Versuch bc TTC KS 4941,07 | 4906,77 | 5024,38 | 5020,54 | 4918,38 | 4917,60 4881,50 4881,94
Versuch bc TTC RT 5044,75 | 5036,175 5059,30 5068,225
Versuch bc TTC 40 Grad 5005,98 | 4986,33 4959,15 4943,00
Versuch abc Adrenalin KS 467,14 469,77 474,39 | 474,215 | 475,19 479,52 474,34 471,57
Versuch abc Adrenalin RT 460,38 460,14 463,84 460,24
Versuch abc Adrenalin 40 Grad 449,64 447,51 449,61 447,53
Versuch abc PPC KS 4853,63 | 4855,88 | 4931,85 | 4911,45 | 4825,73 | 4827,35 4807,45 4806,80
Versuch abc PPC RT 4778,025 | 4785,50 4809,18 4809,175
Versuch abc PPC 40 Grad 4877,15 | 4880,75 4766,13 4756,88
Versuch abc TTC KS 4946,58 | 4950,79 | 5029,075 | 5013,87 | 4926,25 | 4927,83 4906,95 4908,25
Versuch abc TTC RT 4897,85 | 4904,23 4905,375 4906,175
Versuch abc TTC 40 Grad 4993,90 | 4998,08 4880,23 4872,18
WHV1 Adrenalin KS 492.67 492.13 k. A. k. A. 506,34 506,32 503,54 497,02
WHV1 Adrenalin RT 494,81 494,87 501,48 497,28
WHV1 Adrenalin 40 Grad 481,88 478,18 475,50 486,59
WHV1 PPC KS 5129,47 | 5089,47 | 5077,88 | 5047,78 | 4975,90 | 4988,20 4980,28 4978,05
WHV1 PPC RT 4919,05 | 4911,10 | Pipettierfehler | Pipettierfehler
WHV1 PPC 40 Grad 4812,60 | 4797,55 4865,75 4847,90
WHV1 TTC KS 5122,77 | 5087,03 | 5070,12 | 5040,10 | 4982,35 | 4995,93 4989,78 4990,03
WHV1 TTC RT 4941,30 | 4933,53 | Pipettierfehler | Pipettierfehler
WHV1 TTC 40 Grad 4952,60 | 4939,55 5007,20 4993,23
WHV2 Adrenalin KS 464,48 461,02 466,06 465,32 476,03 471,90 474,52 466,50
WHV2 Adrenalin RT 452,56 453,32 460,54 459.89
WHV2 Adrenalin 40 Grad 410,46 410,43 409,73 443,50
WHV2 PPC KS 4708,225 | 4716,16 | 4744,025 | 4754,66 | 4754,66 | 4744,03 4716,16 4708,23
WHV2 PPC RT k.A. k.A. k.A. k.A.
WHV2 PPC 40 Grad k.A. k.A. k.A. k.A.
WHV2 TTC KS 4807,6 | 4814,99 |4845,175 | 4857,36 | 4857,36 | 4845,18 4814,99 4807,60
WHV2 TTC RT k.A. k.A. k.A. k.A.
WHV2 TTC 40 Grad k.A. k.A. k.A. k.A.
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Zeit in Monaten nach Herstellung 3 3 3 3 6 6 6 6
Messung (xfy : x = vial, y = Injektion) 1/1 1/2 2/1 2/2 1/1 1/2 2/1 2/2
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
Versuch 1 Adrenalin KS 494,52 495,31 491,74 493,60 496.24 | 498.42 489.99 494.09
Versuch 1 Adrenalin RT 503,28 498,39 499,39 503,84 504.30 | 501.98 516.12 510.15
Versuch 1 Adrenalin 40 Grad 475,20 476,03 467,94 469,15 | 430.50 | 440.52 406.83 404.93
Versuch 1 PPC KS 5058,675 | 5072,60 | 5055,50 |4962,225 | 4958.03 | 4967.68 4966.40 4964.95
Versuch 1 PPC RT 4949,80 | 4927,80 | 4922475 | 4961,45 | 4795.18 | 4812.73 4934.00 4867.38
Versuch 1 PPC 40 Grad 4726,93 | 4732,93 | 4760,13 | 4753,53 | 4418.00 | 4416.08 4355.18 4349.48
Versuch 1 TTC KS 5063,725 | 5081,33 | 5060,625 | 4972,85 | 4974.95 | 4980.45 4977.30 4980.28
Versuch 1 TTC RT 5010,10 | 5003,20 | 4991,45 | 5025,75 | 4882.30 | 4899.48 5026.30 4957.48
Versuch 1 TTC 40 Grad 4993,83 | 5003,98 | 5036,65 | 5031,03 | 4816.30 | 4822.60 4740.33 4733.25
Versuch a Adrenalin KS 471,75 470,00 474,53 472,47 475.93 | 477.61 472.68 474.97
Versuch a Adrenalin RT 480,11 479,07 479,09 475,35 | 472.59 | 474.15 480.33 472.61
Versuch a Adrenalin 40 Grad 457,69 455,82 466,00 466,38 419.68 | 374.32 456.60 417.23
Versuch a PPC KS 4904,00 |4916,225 | 4939,425 | 4947,10 | 4817.93 | 4814.93 4812.30 4806.00
Versuch a PPC RT 4799,40 | 4736,65 | 4850,25 | 4835.35 | 4795.88 | 4808.13 4815.23 4824.23
Versuch a PPC 40 Grad 4697,88 | 4682,88 | 4576,98 | 4511,98 | 4278.10 | 4318.13 4268.23 4323.55
Versuch a TTC KS 4985,925 | 5001,925 | 5021,70 | 5029,35 | 4907.85 | 4906.35 4893.53 4896.33
Versuch a TTC RT 4931,98 | 4923,00 | 4975,025| 4961.98 | 4935.10 | 4947.73 4955.43 4962.90
Versuch a TTC 40 Grad 4974,70 | 4964,65 | 4866,23 | 4788,75 | 4687.98 | 4734.65 4677.83 4732.28
Versuch b Adrenalin KS 495,05 490,92 490,26 495,00 487.05 | 497.23 488.25 494.37
Versuch b Adrenalin RT 485,84 481,23 481,07 484,50 468.07 | 480.71 461.20 480.51
Versuch b Adrenalin 40 Grad 417,48 416,08 383,49 384,37 400.30 | 404.79 374.54 389.67
Versuch b PPC KS 4950,50 |4989,175 | 4897,75 | 4957,375 | 4880.93 | 4860.43 4876.53 4878.79
Versuch b PPC RT 4376,98 | 4339,50 | 4356,15 | 4372,60 | 4445.58 | 4456.28 4460.05 4420.63
Versuch b PPC 40 Grad 4235,90 | 4279,40 | 4223,20 | 4305,25 | 3785.95 | 3916.85 3803.53 3929.88
Versuch b TTC KS 5024,10 | 5050,125 | 4967,90 | 5017,525 | 4959.63 | 4952.13 4954.88 4953.95
Versuch b TTC RT 4910,90 | 4833,70 |4829,075| 4928,15 | 4885.53 | 4883.83 4861.98 4851.53
Versuch b TTC 40 Grad 4752,18 | 4846,90 | 4725,35 | 4822,05 | 4478.45 | 4641.30 4503.05 4635.78
Versuch ab Adrenalin KS 450,78 445,84 458,81 453,50 467.71 470.04 449.06 454.31
Versuch ab Adrenalin RT 463,07 466,55 469,69 463,24 475.50 | 460.03 476.14 461.98
Versuch ab Adrenalin 40 Grad 350,68 356,67 355,58 355,63 397.27 | 390.66 339.94 368.84
Versuch ab PPC KS 4743,25 | 4762,925 | 4776,575 | 4796,15 | 4637.18 | 4572.83 4576.70 4669.75
Versuch ab PPC RT 4272,20 | 4271,93 | 4300,35 | 4335,45 | 4373.53 | 4373.43 4444.35 4458.33
Versuch ab PPC 40 Grad 4160,05 | 4167,93 | 4106,05 | 4204,15 | 3758.50 | 3877.73 3735.93 3889.98
Versuch ab TTC KS 4999,925 | 5021,00 |4976,575 | 5062,975 | 4904.25 | 4807.85 4808.78 4911.90
Versuch ab TTC RT 4769,85 | 4744,58 | 4815,825 | 4824,725 | 4741.10 | 4753.75 4860.40 4865.45
Versuch ab TTC 40 Grad 4729,98 | 4749,70 | 4669,40 | 4786,78 | 4452.80 | 4553.30 4438.68 4565.23
Versuch c Adrenalin KS 501,02 500,04 496,52 491,75 503.2 498.87 492.48 498.94
Versuch c Adrenalin RT 491,60 492,67 481,00 482,69 511.93 | 514.66 503.89 492.12
Versuch c Adrenalin 40 Grad 460,03 459,26 467,92 469,84 418.29 | 439.68 439.61 460.24
Versuch c PPC KS 5018,20 | 4975,775 | 4931,675 | 5023,075 | 5003.93 | 5016.73 4991.53 4996.3
Versuch c PPC RT 4907,125 | 4925,925 | 4910,475 | 4931,175 | 4893.13 | 4883.08 4888.08 4875.80
Versuch c PPC 40 Grad 4707,88 | 4733,15 | 4694,68 | 4785,05 | 4390.83 | 4373.88 4386.03 4387.85
Versuch c TTC KS 5022,80 | 4978,975 | 4935,95 | 5019,95 | 5010.35 | 5026.68 4999.13 5012.7
Versuch ¢ TTC RT 5018,60 | 5041,00 |5017,225 | 5041,80 | 4945.23 | 4936.35 4932.40 4925.73
Versuch c TTC 40 Grad 4920,53 | 4945,35 | 4918,68 | 5004,55 | 4743.15 | 4733.75 4749.70 4750.88
Versuch ac Adrenalin KS 474,70 473,39 471,08 470,02 479.49 | 469.75 487.08 472.39
Versuch ac Adrenalin RT 471,25 474,14 469,81 469,24 477.93 | 47547 452.81 475.70
Versuch ac Adrenalin 40 Grad 449,82 449,62 453,42 452,88 427.68 | 426.56 435.34 438.51
Versuch ac PPC KS 4883,675 | 4917,675 | 4888,125 | 4929,75 | 4883.33 | 4856.63 4875.23 4861.95
Versuch ac PPC RT 4810,275 | 4782,825 | 4767,925 | 4816,20 | 4828.75 | 4804.40 4807.43 4827.18
Versuch ac PPC 40 Grad 4647,08 | 4689,48 | 4606,23 | 4590,08 | 4239.43 | 4243.55 4236.50 4245.25
Versuch ac TTC KS 4971,15 | 5007,425 | 4976,875 | 5024,85 | 4978.30 | 4953.53 4969.95 4959.38
Versuch ac TTC RT 4997,70 | 4977,475 | 4961,20 | 5003,875 | 4950.73 | 4930.75 4932.38 4948.23
Versuch ac TTC 40 Grad 4940,28 | 4981,83 | 4898,75 | 4878,40 | 4657.43 | 4655.58 4650.53 4657.25
Versuch bc Adrenalin KS 498,11 497,56 492,61 492,40 485.68 | 485.00 494 .17 489.73
Versuch bc Adrenalin RT 488,73 485,36 491,45 493,77 494.14 | 491.91 491.37 495.43
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Zeit in Monaten nach Herstellung 3 3 3 3 6 6 6 6
Messung (x/y : x = vial, y = Injektion) 1/1 1/2 2/1 2/2 1/1 1/2 2/1 2/2
mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
Versuch bc Adrenalin 40 Grad 467,10 465,77 465,44 466.73 443.13 | 442.49 435.58 433.25
Versuch bc PPC KS 5009,775 | 4984,55 | 5010,90 | 4975,10 | 4956.60 | 4954.68 4965.63 4954.45
Versuch bc PPC RT 4914,60 | 4911,95 | 4896,975 | 4906,40 | 4954.98 | 4959.75 4956.53 4948.55
Versuch bc PPC 40 Grad 4787,98 | 4792,25 | 4700,95 | 4854,30 | 4423.75 | 4450.28 4422.95 4450.85
Versuch bc TTC KS 5028,85 | 4994,99 |5023,025 | 4986,65 | 4967.40 | 4962.13 4965.50 4965.30
Versuch bc TTC RT 5017,975 | 5015,05 | 5003,85 | 5008,375 | 4994.90 | 4996.90 4989.98 4980.85
Versuch bc TTC 40 Grad 4981,75 | 5000,45 | 4911,58 | 5048,83 | 4789.55 | 4810.08 4791.73 4815.55
Versuch abc Adrenalin KS 470,75 473,52 466,16 469,97 465.02 | 452.93 464.55 454.43
Versuch abc Adrenalin RT 462,02 462,72 450,13 453,25 470.29 | 474.66 455.82 466.92
Versuch abc Adrenalin 40 Grad 412,49 k. A. 436,20 434,44 424.75 | 426.26 390.66 390.00
Versuch abc PPC KS 4847,10 | 4861,35 | 4855,05 | 4820,55 | 4817.05 | 4790.75 4787.88 4806.25
Versuch abc PPC RT 4762,65 | 4758,825 | 4771,075 | 4758,925 | 4817.33 | 4898.13 4804.10 4795.53
Versuch abc PPC 40 Grad 4544.3 | 4591.85| 4562.13 | 4593.93 | 4396.63 | 4400.68 k. A. k. A.
Versuch abc TTC KS 4975,85 | 4989,35 | 4985,95 | 4945,80 | 4932.95 | 4909.00 4908.05 4927.30
Versuch abc TTC RT 497415 | 4972.70 | 4978.55 | 4967.58 | 4953.55 | 5042.75 4941.88 4934.68
Versuch abc TTC 40 Grad 4830.83 4880.5| 4857.58 | 4889.63 | 4766.33 | 4771.73 k. A. k. A.
WHV1 Adrenalin KS 495,00 493,95 501,03 493,16 490.38 | 492.62 501.02 499.51
WHV1 Adrenalin RT 503,70 500,86 503,38 509,79 499.14 | 496.47 492.84 493.50
WHV1 Adrenalin 40 Grad 475.73 476.31 475.80 471.87 460.17 | 482.99 457.05 484.90
WHV1 PPC KS 5049,75 | 5020,15 | 5046,475 | 4898,725 | 4950.33 | 4952.30 4956.05 4956.95
WHV1 PPCRT 4959,30 | 4788,80 | 4891,38 |4962,125| 4913.90 | 4925.10 4893.43 4898.10
WHV1 PPC 40 Grad 4722,53 | 4714,58 | 4793,45 | 4722,73 | 4315.45 | 4324.88 4335.88 4331.13
WHV1 TTC KS 5054,15 | 5023,875 | 5054,075 | 4892,075 | 4965.83 | 4970.50 4967.33 4973.05
WHV1 TTC RT 5034,30 | 4951,125 | 4961,525 | 5030,475 | 5004.90 | 5013.68 4984.43 4988.60
WHV1 TTC 40 Grad 4979,00 | 4957,73 | 5048,93 | 4978,45 | 4693.43 | 4699.30 4709.75 4708.30
WHV2 Adrenalin KS k.A. k.A. k.A. k.A. 453.27 | 449.70 451.32 451.66
WHV2 Adrenalin RT k.A. k.A. k.A. k.A. 443.62 | 443.15 446.83 442.96
WHV2 Adrenalin 40 Grad k.A. k.A. k.A. k.A. 451.98 | 462.86 457.62 462.46
WHV2 PPC KS 4804,825 | 4876,55 | 4797,175 | 4842,225 | 4830.75 | 4861.25 4859.70 4831.70
WHV2 PPC RT 4700,00 | 4689,90 k.A. k.A. 4801.33 | 481245 4814.78 4817.25
WHV2 PPC 40 Grad 4557,13 | 4561,88 | 4540.00 4224.40 | 4186.90 4049.25 4060.40
WHV2 TTC KS 4928,775| 5000,55 | 4901,65 |4951,275 | 4922.73 | 4951.75 4957.15 4925.03
WHV2 TTC RT 4910,23 | 4900,70 k.A. k.A. 4912.95 | 4921.80 4805.35 4926.98
WHV2 TTC 40 Grad 4852.80 | 4857.93 | 4834.00 | 4863.73 | 4614.63 | 4591.03 4470.50 4473.43
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11.9 Rohdaten: pH-Wert

Tabelle 11-5: pH-Werte bei Lagerung im Kuhlraum, bei Raumtemperatur und bei 40°C zu den Zeitpunkten direkt nach
Herstellung, nach einem und nach 6 Monaten

Direkt nach Herstellung

Nach 1 Monat

Nach 6 Monaten

Bezeichnung der Versuche

4,225 4,245 4,295 Versuch 1 KS

4,225 4,23 4,295 Versuch 1 RT

4,225 4,08 4,22 Versuch 1 40 Grad

4,215 4,25 4,30 Versuch a KS

4,215 4,245 4,275 Versuch a RT

4,215 4,05 4,18 Versuch a 40 Grad
4,23 4,245 4,26 Versuch b KS

4,23 4,25 4,255 Versuch b RT

4,23 4,165 4,055 Versuch b 40 Grad
4,25 4,26 4,24 Versuch ab KS

4,25 4,265 4,2 Versuch ab RT

4,25 4,05 4,045 Versuch ab 40 Grad

4,445 4,505 4,51 Versuch ¢ KS

4,445 4,455 4,485 Versuch ¢ RT

4,445 4,33 4,345 Versuch ¢ 40 Grad

4,405 4,46 4,485 Versuch ac KS

4,405 443 4,455 Versuch ac RT

4,405 4,38 4,33 Versuch ac 40 Grad

4,445 4,515 4,495 Versuch bc KS

4,445 4,465 4,165 Versuch bc RT

4,445 4,29 4,235 Versuch bc 40 Grad

4,235 4,26 4,325 Versuch abc KS

4,235 4,175 4,035 Versuch abc RT

4,235 3,82 4,165 Versuch abc 40 Grad
4,2 4,245 4,29 Versuch WHV 1 KS
4,2 4,245 4,265 Versuch WHV 1 RT
4,2 4,23 4,195 Versuch WHV 1 40 Grad
4,14 4,03 3,985 Versuch WHV 2 KS
414 4,15 3,93 Versuch WHV 2 RT
4,14 3,98 3,925 Versuch WHYV 2 40 Grad
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11.10 Rohdaten: Farbe und Klarheit

Tabelle 11-6: Farbe und Klarheit bei Lagerung im Kihlraum, bei Raumtemperatur und bei 40°C zu den Zeitpunkten
direkt nach Herstellung, nach einem und nach 6 Monaten

Direkt nach Herstellung Nach 1 Monat Nach 6 Monaten |Bezeichnung der Versuche
gelb, aberi.O. i.0. gelb, aber i.O. Versuch 1 KS
gelb, aber i.O. i.0. Versuch 1 RT
i.0. gelb, aber i.O. Versuch 1 40 Grad
gelb, aberi.O. gelb, aber i.O. gelb, aber i.O. Versuch a KS
gelb, aber i.O. gelb, aber i.O. Versuch aRT
gelb, aber i.O. gelb, aber i.O. Versuch a 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch b KS
gelb, aber i.O. n.i.O. Versuch b RT
gelb, aber i.O. n.i.O. Versuch b 40 Grad
gelb, aberi.O. gelb, aberi.O. gelb, aberi.O. Versuch ab KS
gelb, aber i.O. n.i.0. Versuch ab RT
gelb, aber i.O. n.i.O. Versuch ab 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch ¢ KS
i.0. i.0. Versuch ¢ RT
i.0. i.0. Versuch ¢ 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch ac KS
i.0. i.0. Versuch ac RT
i.0. i.0. Versuch ac 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch bc KS
i.0. i.0. Versuch bc RT
i.0. n.i.O. Versuch bc 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch abc KS
i.0. i.0. Versuch abc RT
i.0. n.i.O. Versuch abc 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch WHV 1 KS
i.0. i.0. Versuch WHV 1 RT
i.0. gelb, aber i.O. Versuch WHV 1 40 Grad
i.0. i.0. i.0. Versuch WHV 2 KS
i.0. gelb, aber i.O. Versuch WHV 2 RT
i0. n.i.O. Versuch WHV 2 40 Grad
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11.11 Rohdaten: Osmolalitat

Tabelle 11-7: Osmolalitat der Versuche aus dem Faktoren Design zu den Zeitpunkten direkt nach Herstellung und nach
6 Monaten Lagerung bei 2-8°C, 15-25°C und bei 40°C

direkt nach Herstellung nach 6 Monaten Osmolalitat

283,5 281 Versuch 1 KS

281,5 Versuch 1 RT

284 Versuch 1 40 Grad
283,5 281,5 Versuch a KS

282 Versuch a RT

282,5 Versuch a 40 Grad
286 280 Versuch b KS

281 Versuch b RT

285 Versuch b 40 Grad
285,5 282 Versuch ab KS

284.,5 Versuch ab RT

287 Versuch ab 40 Grad
289 288 Versuch ¢ KS

290 Versuch ¢ RT

292 Versuch c 40 Grad
292,5 287 Versuch ac KS

291,5 Versuch ac RT

293 Versuch ac 40 Grad
293,5 289 Versuch bc KS

288 Versuch bc RT

292 Versuch bc 40 Grad
294 294 Versuch abc KS

288 Versuch abc RT

292,5 Versuch abc 40 Grad
285 283,5 Versuch WHV 1 KS

283,5 Versuch WHV 1 RT

287,5 Versuch WHV 1 40 Grad
299 285 Versuch WHV 2 KS

297 Versuch WHV 2 RT

299 Versuch WHYV 2 40 Grad
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12 Excel Tabellen

Tabelle 12-1: Resultate Faktoren Design Adrenalin direkt nach Herstellung

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute Adrenalin %
1 - - - + + + 100,15
a + - - - - + + 94,45
b - + - - + - + 98,81
ab + + - + - - - 93,79
c - - + + - - + 98,90
ac + - + - + - - 94,98
bc - + + - - + - 96,74
abc + + + + + + + 94,28
4-facher Effekt -17,1 -4,86 -2,3 2,14 4,34 -0,86 0,78
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 98,35
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 92,75
1-facher Effekt -4,275 -1,215 -0,575 0,535 1,085 -0,215 0,195
Quadratsumme 18,28 1,48 0,33 0,29 1,18 0,05 0,04
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A’(ABCY* | B¥(ABC? | C*(ABCY | (AB*(ABC)? | (AC)*(ABC)* | (BC)*/(ABC)?
480,62 38,82 8,69 7,53 30,96 1,22 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) ja nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 1,8 3,24 1,62 1,395225
Differenz WHV 2 1,53 2,3409  1,17045
Priifgrosse Fy, AZ[(WHV)? | BA(WHV”? | C2I(WHV)? | (AB*/(WHV)? | (ACY*/(WHV)? | (BC)*/(WHV)’ | (ABC)*/(WHV)?
13,10 1,06 0,24 0,21 0,84 0,03 0,03
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-2: Resultate Faktoren Design PPC direkt nach Herstellung

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B Cc AB AC BC ABC Ausbeute PPC %
1 - - - + + + - 99,66
a + - - - - + + 97,82
b - + - - + - + 99,47
ab + + - + - - - 97,99
c - - + + - - + 98,48
ac + - + - + - - 97,03
bc - + + - - + - 99,45
abc + + + + + + + 99,76
4-facher Effekt -4,46 3,68 -0,22 2,12 2,18 3,72 1,4
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 101,72
Wiederholversuch 2 (Versuch abc) 94,57
1-facher Effekt -1,12 0,92 -0,05 0,53 0,55 0,93 0,35
Quadratsumme 1,24 0,85 0,00 0,28 0,30 0,86 0,12
F-Test mit ABC
Prifgrésse Fy A’(ABCY” | B’(ABC” | C*(ABC)* | (AB”/(ABCY* | (ACY’/(ABC)* | (BC)*/(ABC)
10,15 6,91 0,02 2,29 2,42 7,06 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 -2,06 4,2436 2,1218 7,794925
Differenz WHV 2 5,19 26,9361 13,46805
(AB”/(WHV) [ (ACY/(WHV) | (BC)*/(WHV) | (ABC)/(WHV)
Priifgrosse Fy, A%(WHV)? | B(WHV? | C*(WHV) 2
0,16 0,11 0,00 0,04 0,04 0,11 0,02
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-3: Resultate Faktoren Design TTC direkt nach Herstellung

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute TTC %
1 - - - + + + - 99,84
a + - - - - + + 98,91
b - + - - + - + 99,57
ab + + - + - - - 97,91
c - - + + - - + 98,55
ac + - + - + - - 98,41
bc - + + - - + - 99,46
abc + + + + + + + 99,70
4-facher Effekt -2,49 0,93 -0,11 -0,35 2,69 3,47 1,11
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 101,60
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 96,58
1-facher Effekt -0,62 0,2325 -0,03 -0,09 0,6725 0,87 0,2775
Quadratsumme 0,39 0,05 0,00 0,01 0,45 0,75 0,08
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy A’(ABCY | B¥ABC? | C¥(ABC)* | (AB?/(ABC)* | (AC)*(ABC)? | (BC)*/(ABC)?
5,03 0,70 0,01 0,10 5,87 9,77 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) nein nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 -1,76 3,0976 1,5488 3,208
Differenz WHV 2 3,12 9,7344 4,8672
Priifgrosse Fy A’[(WHV)? | B¥(WHV? | CP/(WHVY* | (ABP/(WHV)? | (AC)(WHV)* | (BCY/(WHV)* | (ABC)*/(WHV)*
0,12 0,02 0,00 0,00 0,14 0,23 0,02
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-4: Resultate Faktoren Design Adrenalin 6 Monate Kiuhlraum

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute Adrenalin %
1 - - - + + + - 98,74
a + - - - - + + 95,06
b - + - - + - + 98,05
ab + + - + - - - 91,78
c - - + + - - + 99,67
ac + - + - + - - 95,43
bc - + + - - + - 97,73
abc + + + + + + + 91,85
4-facher Effekt -20,07 -9,49 1,05 -4,23 -0,17 -1,55 0,95
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 99,08
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 90,21
1-facher Effekt -5,02 -2,37 0,26 -1,06 -0,04 -0,39 0,24
Quadratsumme 25,18 5,62 0,07 1,12 0,0016 0,15 0,06
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A%(ABC)® | B¥(ABC? | C¥(ABC)* | (AB?/(ABC)* | (AC)*/(ABC)* | (BC)*/(ABC)?
419,67 93,67 1,12 18,73 0,03 2,54 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) ja nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 -0,34 0,1156 0,0578 0,7013
Differenz WHV 2 1,64 2,6896 1,3448
C?/(WHV) (AC)2/$WHV) (BC)2/$WHV) (ABC)*/(WHV)
Priifgrosse Fy, AZ/(WHVY* | B/(WHV? § (AB*/(WHV)? 2
35,90 8,01 0,10 1,59 0,002 0,22 0,09
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frap) ja nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-5: Resultate Faktoren Design PPC 6 Monate Kihlraum

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute PPC %
1 - - - + + + - 99,27
a + - - - - + + 96,24
b - + - - + - + 97,45
ab + + - + - - - 92,28
c - - + + - - + 100,04
ac + - + - + - - 97,38
bc - + + - - + - 99,16
abc + + + + + + + 96,01
4-facher Effekt -14,01 -8,03 7,35 -2,63 2,39 3,53 1,65
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 99,07
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 96,86
1-facher Effekt -3,50 -2,01 1,84 -0,66 0,60 0,88 0,41
Quadratsumme 12,27 4,03 3,38 0,43 0,36 0,78 0,17
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A’I(ABC)? | B%(ABC”? | C’(ABC)* | (AB?/(ABC)? | (AC)Y’/(ABC)? | (BC)*(ABC)?
72,10 23,68 19,84 2,54 2,10 4,58 1
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) nein nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 0,2 0,04 0,02 0,190625
Differenz WHV 2 -0,85 0,7225 0,36125
Prifgrosse Fy, AZ(WHVY? | BY(WHV? | CY(WHV)Y® | (AB2/(WHV)? | (ACY/(WHV)? | (BC)?/(WHV)? | (ABC)?/(WHV)?
64,35 21,14 17,71 2,27 1,87 4,09 1,12
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Fry) ja ja nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-6: Resultate Faktoren Design TTC 6 Monate Kilhlraum

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute TTC %
1 - - - + + + - 99,55
a + - - - - + + 98,01
b - + - - + - + 99,11
ab + + - + - - - 97,16
c - - + + - - + 100,24
ac + - + - + - - 99,30
bc - + + - - + - 99,30
abc + + + + + + + 98,39
4-facher Effekt -5,34 -3,14 3,4 -0,38 1,64 -0,56 0,44
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 99,39
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 98,75
1-facher Effekt -1,34 -0,78 0,85 -0,10 0,41 -0,14 0,11
Quadratsumme 1,78 0,62 0,72 0,01 0,17 0,02 0,01
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A%(ABC)? | B¥(ABC” | C*(ABC)* | (AB*/(ABC)? | (ACY’/(ABC)? | (BC)*(ABC)?
147,29 50,93 59,71 0,75 13,89 1,62 1
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) nein nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 0,16 0,0256 0,0128 0,0388
Differenz WHV 2 -0,36 0,1296 0,0648
(ACYT(WHV) [ (BC)*/(WHV) | (ABC)’/(WHV)
Prifgrésse Fy A%(WHV)? | BY(WHV? | C¥(WHV)? | (AB*/(WHV)? 2
45,93 15,88 18,62 0,23 4,33 0,51 0,31
Signifikanz (Ja wenn Fy, > F1gp) ja nein ja nein nein nein nein
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Tabelle 12-7: Resultate Faktoren Design Adrenalin 6 Monate Raumtemperatur

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute Adrenalin %
1 - - - + + + - 101,43
a + - - - - + + 94,98
b - + - - + - + 94,24
ab + + - + - - - 93,40
c - - + + - - + 101,12
ac + - + - + - - 95,26
bc - + + - - + - 98,64
abc + + + + + + + 99,26
4-facher Effekt -12,53 -7,25 10,23 12,09 2,05 10,29 0,87
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 98,99
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 88,74
1-facher Effekt -3,13 -1,81 2,56 3,02 0,51 2,57 0,22
Quadratsumme 9,81 3,29 6,54 9,14 0,26 6,62 0,05
Priifgrosse Fy A%(ABC)® | B¥(ABC” | C*#(ABC)* | (AB*(ABC) | (AC)*/(ABC)? | (BC)*/(ABC)?
207,43 69,44 138,27 193,11 5,55 139,89 1
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) ja nein nein ja nein nein nein
F-Test mit WHV
WHV 1 2,44 5,9536 2,9768 29,156
WHV 2 10,52| 110,6704 55,3352
(AB’Z/SWHV) (AC)Z/£WHV) (BC)‘/gWHV) (ABC)*/(WHV)
Priifgrésse Fy A’[(WHV) | BY(WHV? | CP/(WHV)? 2
0,34 0,11 0,22 0,31 0,01 0,23 0,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-8: Resultate Faktoren Design PPC 6 Monate Raumtemperatur

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute PPC %
1 - - - + + + - 97,04
a + - - - - + + 96,20
b - + - - + - + 88,91
ab + + - + - - - 88,25
c - - + + - - + 97,70
ac + - + - + - - 96,34
bc - + + - - + - 99,10
abc + + + + + + + 98,72
4-facher Effekt -3,24 -12,30 21,46 1,16 -0,24 19,86 0,80
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 98,14
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 96,17
1-facher Effekt -0,81 -3,08 5,37 0,29 -0,06 4,97 0,2
Quadratsumme 0,66 9,46 28,78 0,08 0,0036 24,65 0,0400
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A%/(ABC)? | B%(ABC? | C’(ABC)* | (AB?/(ABC)? | (AC)Y’/(ABC)? | (BC)*(ABC)?
16,40 236,39 719,58 2,10 0,09 616,28 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein ja ja nein nein ja nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 -1.1 1,21 0,605 1,928125
Differenz WHV 2 2,55 6,5025 3,25125
Priifgrosse Fy, AZ(WHVY? | BY(WHV? | CH(WHV)® | (AB2/(WHV)? | (ACY/(WHV)? | (BC)(WHV)? | (ABC)%/(WHV)?
0,34 4,90 14,93 0,04 0,00 12,79 0,02
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-9: Resultate Faktoren Design TTC 6 Monate Raumtemperatur

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute TTC %
1 - - - + + + - 98,82
a + - - - - + + 99,00
b - + - - + - + 97,41
ab + + - + - - - 96,10
c - - + + - - + 98,70
ac + - + - + - - 98,81
bc - + + - - + - 99,78
abc + + + + + + + 99,66
4-facher Effekt -1,14 -2,38 5,62 -1,72 1,12 6,24 1,26
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 99,97
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 98,38
1-facher Effekt -0,29 -0,59 1,40 -0,43 0,28 1,56 0,32
Quadratsumme 0,08 0,35 1,97 0,18 0,08 2,43 0,10
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A%/(ABC)? | B%(ABC? | C’(ABC)* | (AB?/(ABC)? | (AC)Y’/(ABC)? | (BC)*(ABC)?
0,82 3,57 19,89 1,86 0,79 24,53 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 -1,15 1,3225 0,66125 0,740225
Differenz WHV 2 1,28 1,6384 0,8192
Priifgrosse Fy, AZ(WHVY? | BY(WHV? | CH(WHV)® | (AB2/(WHV)? | (ACY/(WHV)? | (BC)(WHV)? | (ABC)%/(WHV)?
0,11 0,48 2,67 0,25 0,11 3,29 0,13
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-10: Resultate Faktoren Design Adrenalin 6 Monate 40°C

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute Adrenalin %
1 - - - + + + - 85,23
a + - - - - + + 83,39
b - + - - + - + 78,23
ab + + - + - - - 74,61
c - - + + - - + 87,88
ac + + - + - - 86,40
bc - + + - - + - 87,72
abc + + + + + + + 81,58
4-facher Effekt -13,08 -20,76 22,12 -6,44 -2,16 10,8 -2,88
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 94,16
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 91,65
1-facher Effekt -3,27 -5,19 5,53 -1,61 -0,54 2,7 -0,72
Quadratsumme 10,69 26,94 30,58 2,59 0,29 7,29 0,52
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy A’/(ABC)? | B¥(ABC” | C*/(ABC)? | (AB?/(ABC)? | (AC)*(ABC)? | (BC)*(ABC)’ | (ABC)*/(ABC)
20,63 51,96 58,99 5,00 0,56 14,06 1,00
nein nein nein nein nein nein nein
Differenz WHV 1 -8,93 79,7449 39,87245 45,28745
Differenz WHV 2 -10,07  101,4049 50,70245
Priifgrosse Fy, AZ(WHV)Y* | BY(WHV? | C3(WHV)? | (AB2/(WHV)? | (AC)*(WHV)? | (BC)?/(WHV)? | (ABC)?/(WHV)?
0,24 0,59 0,68 0,06 0,01 0,16 0,01
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-11: Resultate Faktoren Design PPC 6 Monate 40°C

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute PPC %
1 - - - + + + - 87,68
a + - - - - + + 85,92
b - + - - + - + 77,18
ab + + - + - - - 76,31
c - - + + - - + 87,69
ac + + - + - - 84,82
bc - + + - - + - 88,74
abc + + + + + + + 87,97
4-facher Effekt -6,27 -15,91 22,13 2,99 -1,01 24,31 1,21
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 86,53
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 82,58
1-facher Effekt -1,5675 -3,9775 5,5325 0,7475 -0,2525 6,0775 0,3025
Quadratsumme 2,46 15,82 30,61 0,56 0,06 36,94 0,09
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy A%(ABC)® | B?(ABC? | C*(ABC)* | (AB?/(ABC)? | (AC)*/(ABC)? | (BC)*/(ABC)* | (ABC)*/(ABC)
26,85 172,89 334,50 6,11 0,70 403,64 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein ja ja nein nein ja nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 1,15 1,3225 0,66125 7,59365
Differenz WHV 2 5,39 29,0521 14,52605
Priifgrosse Fy A%/(WHV)Y? | BY(WHV? | C(WHV)? | (AB2/(WHV)? | (ACY/(WHV)? | (BC)*(WHV)? | (ABC)?/(WHV)?
0,32 2,08 4,03 0,07 0,01 4,86 0,01
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frg) nein nein nein nein nein nein nein
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Tabelle 12-12: Resultate Faktoren Design TTC 6 Monate 40°C

Faktoren Wechselwirkungen
Bezeichnung der Versuche A B C AB AC BC ABC Ausbeute TTC %
1 - - - + + + - 95,55
a + - - - - + + 94,15
b - + - - + - + 91,29
ab + + - + - - - 90,05
c - - + + - - + 94,89
ac + - + - + - - 93,10
bc - + + - - + - 96,03
abc + + + + + + + 95,38
4-facher Effekt -5,08 -4,94 8,36 1,3 0,2 11,78 0,98
Wiederholversuch 1 (Versuch1) 94,42
Wiederholversuch 2
(Versuch abc) 90,72
1-facher Effekt -1,27 -1,235 2,09 0,325 0,05 2,945 0,245
Quadratsumme 1,61 1,53 4,37 0,11 0,0025 8,67 0,06
F-Test mit ABC
Priifgrosse Fy, A’/(ABCY* | B*(ABC” | C*/(ABC)* | (AB*/(ABC)* | (AC)*(ABC)* | (BC)*/(ABC)* | (ABC)*(ABC)?
26,87 25,41 72,77 1,76 0,04 144,49 1,00
Signifikanz (Ja wenn Fy, > Frgp) nein nein nein nein nein nein nein
F-Test mit WHV
Differenz WHV 1 1,13 1,2769 0,63845 5,748125
Differenz WHV 2 4,66 21,7156 10,8578
(AB’zlgWHV) (AC)2/£WHV) (BC)2/£WHV) (ABC)*/(WHV)
Priifgrésse Fy A’ I(WHV)* | B¥(WHV? | CP/(WHV)? 2
0,28 0,27 0,76 0,02 0,00 1,51 0,01
Signifikanz (Ja wenn Fy, > F1gp) nein nein nein nein nein nein nein
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