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ОБЩАЯ ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ

	Определение глицина в препаратах иммуноглобулинов 

методом ВЭЖХ  гидрофильного взаимодействия
	ОФС

Вводится впервые


Настоящая статья распространяется на определение глицина в препаратах иммуноглобулинов методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (далее – ВЭЖХ)  гидрофильного взаимодействия. 
В настоящее время для количественного определения глицина используются следующие методы: ионообменная хроматография, обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография, газовая хроматография и др.

Однако все перечисленные методы включают этап химической модификации аминокислоты (дериватизации), что снижает их специфичность и чувствительность. 

Разработанный для количественного определения глицина в препаратах иммуноглобулинов метод ВЭЖХ гидрофильного взаимодействия упрощает процедуру анализа и повышает его  специфичность, что достигается исключением стадии дериватизации и удалением белка методом твердофазной экстракции.

Методика

Количественное содержание глицина в препаратах иммуноглобулинов определяют в сравнении со стандартными растворами, содержащими глицин в диапазоне концентраций от 1,2 до 3,6 мг/мл.

Аналитический диапазон методики  от 1,2 до 3,6 мг/мл выбирают в процессе исследования линейной области зависимости аналитического сигнала от концентрации, с учетом требований к содержанию глицина в препаратах иммуноглобулинов. 

Приготовление стандартных растворов с концентрацией глицина                 12-36 мг/мл:
1) Стандартный раствор глицина (концентрация 12 мг/мл).

Около 240 мг (точная навеска) стандартного образца глицина помещают в мерную колбу вместимостью 20 мл, добавляют около 15 мл воды очищенной, перемешивают и доводят водой очищенной до метки.

2) Стандартный раствор глицина (концентрация 18 мг/мл).

Около 360 мг (точная навеска) стандартного образца глицина помещают в мерную колбу вместимостью 20 мл, добавляют около 15 мл воды очищенной, перемешивают и доводят водой очищенной до метки.

3) Стандартный раствор глицина (концентрация 24 мг/мл). 

Около 480 мг (точная навеска) стандартного образца глицина помещают в мерную колбу вместимостью 20 мл, добавляют около 15 мл воды очищенной, перемешивают и доводят водой очищенной до метки.

4) Стандартный раствор глицина (концентрация 30 мг/мл).

Около 600 мг (точная навеска) стандартного образца глицина помещают в мерную колбу вместимостью 20 мл, добавляют около 15 мл воды очищенной, перемешивают и доводят водой очищенной до метки.

5) Стандартный раствор глицина (концентрация 36 мг/мл).  

Около 720 мг (точная навеска) стандартного образца глицина помещают в мерную колбу вместимостью 20 мл, добавляют около 15 мл воды очищенной, перемешивают и доводят водой очищенной до метки.

По 0,5 мл каждого из стандартных растворов глицина, полученных согласно пп. 1-5 раздела I, помещают в центрифужный фильтр, позволяющий отделить высокомолекулярные примеси (белок) и центрифугируют при 16099 g при температуре 15 °С в течение 40 мин. 

0,1 мл каждого из фильтратов, полученных после центрифугирования, помещают для хроматографирования в соответствующую виалу объемом
 1,5 мл. В виалы добавляют 0,9 мл подвижной фазы, перемешивают.

Приготовление раствора плацебо:
0,5 г стандарта иммуноглобулина человека, помещают в мерную колбу вместимостью 5 мл, добавляют около 3 мл воды очищенной, перемешивают и доводят водой очищенной до метки.

0,5 мл полученного раствора помещают в центрифужный фильтр, позволяющий отделить высокомолекулярные примеси (белок) и центрифугируют при 16099 g при температуре 15 °С в течение 40 мин.

0,1 мл фильтрата, полученного после центрифугирования, помещают в виалу для хроматографирования объемом 1,5 мл. В ту же виалу добавляют 0,9 мл подвижной фазы, перемешивают.

Приготовление испытуемого образца:
0,5 мл испытуемого препарата помещают в центрифужный фильтр, позволяющий отделить высокомолекулярные примеси (белок) и центрифугируют при 16099 g при температуре 15 °С в течение 40 мин.

0,1 мл фильтрата, полученного после центрифугирования, помещают в виалу для хроматографирования объемом 1,5 мл. В ту же виалу добавляют 0,9 мл подвижной фазы, перемешивают.

Приготовление буферного раствора аммония формиата 20 мМ                     (рН 4,5):
1,36 г аммония формиата помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, добавляют около 700 мл воды очищенной, перемешивают до растворения. доводят рН раствором муравьиной кислотой до 4,5, а затем доводят объем раствора до метки и перемешивают.

Буферный раствор фильтруют через гидрофильный мембранный фильтр с размером пор 0,45 мкм, дегазируют.

Приготовление подвижной фазы:

Смешивают 700 мл ацетонитрила и 300 мл буферного раствора аммония формиата 20 мМ (рН 4,5).

Условия хроматографирования: 

Режим элюирования – изократический. 

Подвижная фаза: аммония формиата (20 мМ) – ацетонитрил 
(30:70, об/об), рН 4,5. 

Хроматографическая колонка для гидрофильной хроматографии с неподвижной цвиттерионной фазой на основе силикагеля с привитыми бетаинами, размер 250мм × 4,6 мм

Объем пробы – 20 мкл.

Скорость потока – 0,8 мл/мин.

Спектрофотометрический детектор, длина волны – 210 нм.

Время анализа – 14 мин.

Критерии пригодности хроматографической системы: 

- число теоретических тарелок пика глицина: не менее 10000;

- фактор асимметрии пика глицина: не более 1,5;

- относительное стандартное отклонение площади пика глицина (RSD): не более 2 %;

- относительное стандартное отклонение времени удерживания глицина (RSD): не более 1 %.

Расчет содержания глицина производят, используя график регрессионной зависимости относительных площадей пика глицина от концентрации глицина в стандартных растворах.
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