Глюкагон человеческий

ФС

Глюкагон человеческий


Glucagonum humanum

Вводится впервые
Глюкагон (человеческий)
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	C153H225N43O49S
	М.м. 3483


Cодержит не менее 92,5 % и не более 105,0 % глюкагона C153H225N43O49S в пересчете на безводное и свободное от остаточных органических растворителей вещество.

Описание. Белый или почти белый порошок.
Растворимость. Практически нерастворим в воде и большинстве органических кислот. Растворим в разбавленных минеральных кислотах и щелочных растворах.
Подлинность. 1. ВЭЖХ. Время удерживания основного пика на хроматограмме испытуемого раствора должно соответствовать времени удерживания основного пика на хроматограмме раствора стандартного образца глюкагона (испытание «Количественное определение»).

2. Пептидное картирование. Определяется методом ВЭЖХ (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»).

Раствор α-химотрипсина. В мерную колбу вместимостью 5 мл помещают 10 мг раствора α-химотрипсина для пептидного картирования, растворяют в 0,1 М аммония карбоната буферного раствора рН 10,3 и доводят объём колбы этим же раствором до метки 

Подвижная фаза А (ПФА). В мерную колбу на 1 л помещают 500 мл воды, 500 мкл трифторуксусной кислоты и доводят объём колбы водой до метки.

Подвижная фаза Б (ПФБ). В мерную колбу вместимостью 1 л помещают 600 мл этанола, 500 мкл трифторуксусной кислоты, и доводят объём колбы водой до метки.

Испытуемый раствор. В мерную колбу вместимостью 5 мл помещают 25 мг субстанции и растворяют в хлористоводородной кислоте растворе 0,01 М, доводят объём колбы тем же раствором до метки. Смешивают 200 мкл полученного раствора с 800 мкл 0,1 М аммония карбоната буферного раствора рН 10,3. К полученный раствор  смешивают с 25 мкл раствора α-химотрипсина.
Испытуемый раствор помещают  в  виалу, закупоривают и нагревают при температуре 37 °С в течение 2 часов. После чего немедленно прибавляют 120 мкл уксусной кислоты ледяной.

Раствор стандартного образца глюкагона. В мерную колбу вместимостью 5 мл помещают 5 мг стандартного образца глюкагона человеческого и доводят объем колбы 0,1 М аммония карбоната буферного раствора рН 10,3 до метки. Смешивают 1 мл полученного раствора с 25 мкл раствора α-химотрипсина.  Полученный раствор помещают в  виалу, закупоривают и нагревают при температуре 37 °С в течение 2 часов. После чего немедленно прибавляют 120 мкл уксусной кислоты ледяной.

Хроматографические условия

	Колонка
	50 × 4 мм силикагель октадецилсилильный для хроматографии (С18), 5 мкм;

	Температура колонки
	25 °С;

	Скорость потока
	1,0 мл/мин;

	Детектор
	спектрофотометрический, 215 нм;

	Объём пробы
	20 мкл.


Режим хроматографирования

	Время, мин
	ПФА, %
	ПФБ, %

	0–15
	100
	0

	15–50
	100→53
	0→47

	50–60
	53→0
	47→100

	60–61
	0→100
	100→0

	61–90
	100
	0

	90-105
	100
	0


Время удерживания основного пика на хроматограмме испытуемого раствора  должно соответствовать времени удерживания основного пика на хроматограмме раствора стандартного глюкагона.
Родственные примеси. Определение проводят методом ВЭЖХ (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»).
Связанные белки и деамидированные формы. 
Подвижная фаза А (ПФА). В химический стакан вместимостью 1 л помещают 16,3 г калия дигидрофосфата моногидрата, растворяют в 800 мл воды и  доводят рН раствора фосфорной кислотой до 2,7±0,05. Переносят полученный раствор в мерную колбу вместимостью 1 л и доводят объём раствора  ацетонитрилом до метки.
Подвижная фаза Б (ПФБ). Ацетонитрил— вода 400:600.
Испытуемый раствор. В мерную колбу вместимостью 10 мл помещают 5,0 мг (точная навеска) субстанции, растворяют хлористоводородной кислотой раствором 0,01 М и доводят объём раствора тем же раствором до метки. Хранят при температуре 2-8°С.
Раствор стандартного образца глюкагона. В мерную колбу вместимостью 10 мл помещают 5,0 мг стандартного образца глюкагона человеческого и доводят объём раствора хлористоводородной кислотой раствором 0,01 М до метки. Хранят при температуре 2-8°С.

Раствор для проверки разделительной способности хроматографической системы. В мерную колбу вместимостью 10 мл помещают 5,0 мг (точная навеска) субстанции, растворяют хлористоводородной кислотой раствором 0,01 М и доводят объём колбы тем же раствором до метки. Нагревают до 50 °С в течение 48 часов.
Хроматографические условия
	Колонка
	150 × 3 мм силикагель октадецилсилильный для хроматографии, 3 мкм;

	Температура колонки
	45 °С;

	Скорость потока
	0,5 мл/мин;

	Детектор
	спектрофотометрический, 214 нм;

	Объём пробы
	15 мкл.


Режим хроматографирования

	Время, мин
	ПФА, %
	ПФБ, %

	0–25
	61
	39

	25–29
	61→12
	39→88

	29–30
	12
	88

	30–31
	12→61
	88→39


Хроматографируют испытуемый раствор, раствор стандартного образца глюкагона.
Относительные времена удерживания соединений. Глюкагон – 1(около 21 мин); дезамидированный глюкагон – 1 около 1,1; дезамидированный глюкагон 4 – 1около 1,4.

Пригодность хроматографической системы. 
На хроматограмме раствора для проверки разделительной способности хроматографической системы  разрешение (R) между пиками глюкагона и деамидированного глюкагона  должно быть не менее 1,5. 


На хроматограмме раствора стандартного образца глюкагона:

– фактор асимметрии пика (AS) глюкагона должен быть не более 1,8 %;
– относительное стандартное отклонение площади пика глюкагона должно быть не более 2,0 % (6 определений).
Допустимое содержание примесей: 

– деамидированные формы не более 0,8 %;

– сумма примесей не более 3,0 %

Вода. Не более 10,0 % (ОФС «Определение воды», метод 1). Для определения используют около 0,05 г (точная навеска) субстанции.
Бактериальные эндотоксины. Не более 33  ЕЭ на 1 мг глюкагона  (ОФС «Бактериальные эндотоксины»).
Количественное определение. Определение проводят методом ВЭЖХ в условиях испытания «Родственные примеси» со следующими изменениями.

Содержание глюкагон человеческого (C153H225N43O49S)  в субстанции в процентах (Х) в пересчете на безводное вещество вычисляют по формуле:
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	где
	S1
	–
	площадь пика глюкагона на хроматограмме испытуемого раствора;

	
	S0
	–
	площадь пика глюкагона на хроматограмме раствора стандартного образца;

	
	а1
	–
	навеска субстанции, мг;

	
	а0
	–
	навеска стандартного образца глюкагона, мг;

	
	W
	–
	суммарное содержание воды в субстанции, %;

	
	P
	–
	содержание глюкагона в стандартном образце глюкагона, %.


Хранение. В воздухонепроницаемой упаковке, в защищённом от света месте, при температуре  не выше 15 °С. 
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