МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

ОБЩАЯ ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

	Количественное определение
 фенола

в  биологических лекарственных препаратах
	                ОФС

Взамен ОФС.1.7.2.0028.18


Настоящая общая фармакопейная статья предназначена для определения фенола в биологических лекарственных препаратах (БЛП) спектрофотометрическим методом, обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной и газожидкостной хроматографией.
Спектрофотометрический метод

Спектрофотометрический метод основан на способности фенола поглощать свет в ультрафиолетовой области. Определение фенола проводится спектрофотометрическим методом. По результатам измерения оптической плотности растворов при 269 нм (максимум поглощения фенола) и 290 нм (максимум поглощения окрашенных примесей) определяется содержание фенола по калибровочному графику.

Готовят 10 мл разведенного испытуемого образца и измеряют оптическую плотность испытуемого и стандартных растворов в кюветах с толщиной слоя 10 мм при 269 нм и 290 нм по сравнению с контрольным раствором (вода очищенная). Рассчитывают разность между показателем оптической плотности при 269 нм и 290 нм (А269 - А290) и по калибровочному графику определяют количество фенола в разведенном образце в мкг/мл.

Количество фенола (Х) в исходном образце в мг/мл вычисляют по формуле:

  а ˑ100                 а

Х  =    _______________     =  _____ ,

                  1000                  10

где: а – количество фенола, найденное по калибровочному графику, мкг/мл;

 100  – разведение испытуемого раствора; 

 1000 - пересчет в мг.

Содержание фенола в биологических лекарственных препаратах (БЛП) должно составлять от 1,5 до 4,0 мг/мл.

Построение калибровочного графика. К 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 мл стандартного раствора В прибавляют воду очищенную до объема 5 мл и перемешивают (концентрация фенола соответственно: 10; 20; 30; 40;                      50 мкг/мл), далее анализ проводят, как указано выше. Строят калибровочный график, откладывая по оси абсцисс количество мкг фенола, а по оси ординат - среднее значение разности между показателем оптической плотности при 269 нм и 290 нм (А269 - А290).

Примечания

Приготовлние испытуемого раствора. К 0,1 мл испытуемого образца добавляют 9,9 мл воды очищенной и перемешивают.
Приготовление основного стандартного раствора фенола 10 мг/мл (раствор А). Помещают 1,0000 г (точная навеска) фенола в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой очищенной до метки и перемешивают. Раствор хранят в склянке из темного стекла при температуре 4 – 8 °С в течение 1 года.

Приготовление стандартного раствора фенола 100 мкг/мл (раствор В). Наливают 0,1 мл стандартного раствора А в мерную колбу вместимостью 10 мл, доводят объем раствора водой очищенной до метки и перемешивают. Раствор хранят в склянке из темного стекла при температуре 4 – 8 °С в течение 3 мес.

Метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ)

Для определения содержания фенола в БЛП необходимо соблюдать следующие хроматографические условия:

- Колонка с неподвижной фазой C18;

- Подвижная фаза: смесь ацетонитрила или метанола с ледяной уксусной кислотой;

- Температура колонки: 20 - 250С;

- УФ детектор – длина волны 269 нм или 270 нм;

- Скорость потока – в зависимости от параметров хроматографической  колонки (рекомендуемая величина – 0,8 – 1,2  мл/мин)

Порядок проверки пригодности хроматографической системы 

Для проверки пригодности хроматографической системы вводят следующие пробы: 20 мкл разводящего раствора (1 инжекция), по 20 мкл рабочего стандартного раствора фенола 0,1 мг/мл (6 инжекций).

Хроматографическая система считается пригодной при соблюдении следующих условий: 

1. хроматограмма разводящего раствора («холостой» опыт) не должна содержать пики, перекрывающиеся с пиками определяемого вещества;
2. относительное стандартное отклонение площади пика фенола в 6 измерениях должно быть не более 3%;
3.  коэффициент асимметрии пика фенола должен быть не более 2;
4. число теоретических тарелок пика фенола должно быть не                    менее 5000.
Порядок измерений

Проводят измерения проб в следующей последовательности: рабочие стандартные растворы фенола 10; 20; 30 мкл (отбор проб в хроматографической системе производится автоматически и при введении стандартных образцов количество фенола изменяется за счет изменения объема). Затем вводят 20 мкл испытуемого раствора. Измерения всех испытуемых проб проводят в  двух повторностях. Для вычисления содержания фенола используют среднее значение. 

Содержание фенола (Х) в испытуемом образце в мг/мл вычисляют по формуле:
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  ,
где:          

S - значение площади пика фенола на хроматограмме испытуемого раствора, найденное по графику;

b - свободный коэффициент уравнения регрессии;

a - угловой коэффициент уравнения регрессии; 

25 - степень разведения испытуемого образца.

Построение калибровочного графика. Для определения отбирают 10; 20; 30 мкл рабочего стандартного раствора фенола (0,1 мг/мл) с ожидаемым содержанием фенола 0,05; 0,1 и 0,15 мг (точное значение количества фенола рассчитывают с учетом навески, взятой для приготовления основного стандартного раствора фенола). Проводят измерения в последовательности, указанной выше. Строят график регрессионной зависимости площади пика от концентрации фенола с помощью программного обеспечения к прибору. 

Метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) применим для БЛП с содержанием фенола от 1 до 4,0 мг/мл.
Примечания

1. Приготовление испытуемого раствора. В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 1 мл раствора образца, доводят объем раствора до метки водой очищенной или другим растворителем, указанным в нормативной документации, и перемешивают. Раствор хранят в течение 7 сут при комнатной температуре.

2. Приготовление 0,5% раствора уксусной кислоты. В мерную колбу вместимостью 1000 мл, вносят 700 мл воды очищенной, добавляют 5 мл ледяной уксусной кислоты, перемешивают, доводят объем раствора до метки водой очищенной и вновь перемешивают.

3. Приготовление разводящего раствора (подвижная фаза): Ацетонитрил для ВЭЖХ разводят 0,5% раствором уксусной кислоты в соотношении 1:4. 

4.  Приготовление основного стандартного раствора фенола (1 мг/мл). В мерную колбу вместимостью 100 мл помещают 60 мл разводящего раствора, добавляют 0,1000 г (точную навеску) фенола и перемешивают, затем доводят объем раствора до метки тем же раствором и вновь перемешивают. Раствор хранят в течение 7 сут при комнатной температуре.

Приготовление рабочего стандартного раствора фенола (0,1 мг/мл). В мерную колбу вместимостью 100 мл помещают 10 мл основного стандартного раствора фенола, доводят объем раствора разводящим раствором до метки и перемешивают. Раствор хранят в течение 7 сут при комнатной температуре.
Метод газожидкостной хроматографии (ГЖХ)

Для определения содержания фенола в БЛП необходимо соблюдать следующие хроматографические условия:

	Колонка
	кварцевая капиллярная 30 м × 0,25 мм, покрытая слоем полиэтиленгликоля, 0,25 мкм;



	Детектор
	пламенно-ионизационный;

	Газ-носитель
	гелий марка А (Объемная доля гелия не менее 99.995%);

	Деление потока
	1:40

	Скорость потока
	1,4 мл/мин;

	Объём пробы


	0,5 мкл



Температурный профиль печи:
начальная температура 160°С,  
выдержка 3 мин, градиент 40°С/мин, до температуры 200°С, 
выдержка 0,6 мин, градиент 40°С/мин, до температуры 220°С. 
Детектор – 250°С.

Инжектор – 250°С.

Время анализа – 7,133 мин. 

Порядок проверки пригодности хроматографической системы: 

Критерии пригодности хроматографической системы оценивают по хроматограммам контрольного  раствора. 

Должны соблюдаться следующие критерии пригодности хроматографической системы:

– число теоретических тарелок не менее 180000;

– разрешение пиков фенола и внутреннего стандарта не менее 15;

– коэффициент асимметрии пика фенола от 0,8 до 1,2;

– время удерживания пика фенола около 5,0 мин;

– время удерживания внутреннего стандарта около 6,0 мин.

Для достижения соответствия требованиям пригодности хроматографической системы возможно изменение некоторых параметров в установленных пределах, указанных в ОФС 1.2.1.2.0001.15 «Хроматография», ГФ РФ ч I, раздел «Корректировка условий хроматографирования»,  подраздел «Газовая хроматография».
Порядок измерений
Последовательно измеряют холостой образец, стандартные растворы, контрольный раствор и испытуемый раствор. Измерение всех проб проводят в двух повторностях. Для вычисления содержания фенола используют среднее значение.

Содержание  фенола (Х) в контрольном и испытуемых образцах в мг/мл определяют, учитывая чистоту реактива фенола и массу навески фенола для приготовления рабочего стандартного раствора  фенола, по формуле:
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где:

a – угловой коэффициент линейной зависимости;

b – свободный член линейной зависимости;

Y – относительные значения площадей пиков;

F – коэффициент пересчета концентрации фенола в стандартных растворах с учетом массы навески и чистоты реактива фенола, взятого для приготовления рабочего стандартного раствора фенола. 

Коэффициент пересчета (F) вычисляют по формуле:
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где: 

С факт – фактическое содержание фенола в реактиве (чистота), %;

a факт  - фактическая навеска фенола, взятая для приготовления рабочего стандартного раствора фенола, мг;

С теор  - теоретическое содержание фенола в реактиве, 100%;

a  теор  - теоретическая навеска стандарта фенола, 50 мг.

Построение калибровочного графика. Готовят стандартные растворы с концентрациями 1,0; 3,0 и 5,0 мг/мл. В отдельные виалы объемом 1,5 мл помещают 0,2; 0,6 и 1,0 мл рабочего стандартного раствора фенола, доводят объем растворов до 1 мл, добавляют по 0,5 мл  внутреннего стандарта и перемешивают. Проводят измерения в последовательности, указанной выше.  Расчет производят относительно внутреннего стандарта, переводя величину полученного аналитического сигнала в относительные единицы. Строят график регрессионной зависимости относительной площади пика  от концентрации фенола при каждом определении.
Примечания

1. Холостой образец – абсолютный этанол, используемый для приготовления рабочего стандартного раствора и раствора внутреннего стандарта. 
2. Внутренний стандарт – раствор 2-феноксиэтанола в абсолютном этаноле, концентрацией 5 мг/мл. Приготовление: 50 мг 2-феноксиэтанола помещают в мерную колбу вместимостью 10 мл, добавляют 5 мл абсолютного этанола, растворяют при перемешивании, доводят объем до метки тем же растворителем, перемешивают. Используют свежеприготовленный раствор.
3. Рабочий стандартный раствор фенола - раствор фенола в абсолютном этаноле концентрацией 5 мг/мл. Приготовление: 50 мг фенола (точная навеска) помещают в мерную колбу вместимостью 10 мл, добавляют 5 мл абсолютного этанола, растворяют при перемешивании,  доводят объем до метки тем же растворителем, перемешивают. Используют свежеприготовленный раствор.

4. Контрольный стандартный образец - образец с аттестованной характеристикой содержания фенола в диапазоне 1,5 до 4,0 мг/мл. Возможно  использование отраслевого стандартного образца содержания фенола в БЛП для метода ГЖХ. Используют свежеприготовленный раствор.

5. Испытуемый раствор. 1,0 мл образца БЛП, содержащий фенол в концентрации 1,5-4,0 мг/мл  вносят в виалу для хроматографирования объемом 1,5 мл, добавляют 0,5 мл внутреннего стандарта, перемешивают. Испытуемый раствор готовят в двух повторностях. Используют свежеприготовленный раствор.
6. Контрольный  раствор 1,0 мл контрольного стандартного образца вносят в виалу для хроматографирования, объемом 1,5 мл, добавляют 0,5 мл внутреннего стандарта, перемешивают. Контрольный раствор готовят в двух повторностях. Используют свежеприготовленный раствор.
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