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Турбидиметрия 







ОФС
Вводится впервые

Настоящая общая фармакопейная статья распространяется на метод турбидиметрии. Метод основан на измерении интенсивности потока света, прошедшего через дисперсную систему. Интенсивность уменьшается вследствие поглощения и рассеяния светового потока.
Область применения

Турбидиметрический метод используется для определения степени мутности различных лекарственных средств (суспензий, эмульсий, экстрактов, растворов), коллоидной устойчивости белков, количества эритроцитов в периферической крови, бактериальных эндотоксинов, витаминов  и др.

Метод турбидиметрии применяется для количественного определения лекарственных средств или биомаркеров в жидкостях организма, таких как сыворотка, плазма или моча, а также при проведении иммунологических исследований с целью регистрации образования иммунных комплексов антиген-антитело, сопровождающихся образованием соответствующего преципитата и др.

 
Оборудование

Существующие турбидиметры построены по принципу визуальных или электрических фотометров (рис. 1).
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Рис.1 - Пример турбидиметрического анализа

При турбидиметрических исследованиях интенсивность прошедшего светового потока It может быть определена по уравнению:
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где: I0 — интенсивность падающего светового потока; It — интенсивность потока, прошедшего через раствор; C — концентрация рассеивающих частиц в растворе; b — толщина поглощающего слоя раствора; d — средний диаметр рассеивающих частиц; k и α — константы, зависящие от природы вещества и метода измерения; λ — длина войны, здесь t — молярный коэффициент мутности раствора или турбидность.

Для турбидиметрических измерений можно использовать любой фотометр или спектрофотометр. Если растворитель и рассеивающие частицы бесцветны, максимальная чувствительность достигается при использовании излучения roлубой или ближней ультрафиолетовой области для окрашенных систем, оптимальную длину волны лучше всего подобрать экспериментально.

При осуществлении турбидиметрических методов анализа необходимо соблюдать ряд условий, определяющих успех работы.

Требования к методу турбидиметрии:

1 Вследствие того, что при работе этими методами обычно применяют сильноразбавленные растворы, полученные взвеси должны иметь ничтожную растворимость.

2 Получение правильных результатов при анализе суспензий зависит от методики получения суспензий и от воспроизводимости их оптических свойств. На это влияют следующие факторы:

1) концентрация ионов, образующих осадок;

2) отношение между концентрациями смешиваемых растворов;

3) скорость смешивания;

4) порядок смешивания;

5) время, требуемое для получения максимальной мутности;

6) стабильность дисперсности;

7) присутствие посторонних веществ;

8) температура;

9) наличие защитных коллоидов.

3 Взвеси должны быть устойчивы во времени. Для увеличения стойкости взвеси часто применяют защитные коллоиды.

Таким образом, стандартизация условий подготовки растворов к турбидиметрическому определению необходима для получения правильных результатов.

Все указанные ограничения приводят к тому, что рассматриваемые методы оказываются менее точными, чем фотометрические.

Преимущество турбидиметрического метода состоит в том, что с его помощью можно определять элементы, которые не дают устойчивых окрашенных соединений, а также, если анализируемая проба уже является пригодной для турбидиметрии в виде устойчивых суспензий, т. е. они дополняют фотометрические методы.
Относительная турбидиметрия
Определение опалесценции окрашенных жидкостей проводят методом относительной турбидиметрии, который основан на соотношении выбранных сигналов, так как окрашивание оказывает негативное воздействие, ослабляя рассеянный свет и уменьшая значение мутности. Измеряют отношение интенсивности прошедшего через дисперсную систему света к интенсивности рассеянного света под углом 90о. 

Метод относительной турбидиметрии сочетает принципы турбидиметрии и нефелометрии. 

Инструментальная оценка прозрачности и опалесценции является селективным методом, который не зависит от остроты зрения аналитика. Числовые результаты более наглядны для мониторинга качества и контроля процесса, особенно в проверке стабильности при хранении. Например, предварительные числовые данные по стабильности могут быть использованы для определения возможности того, что данная партия лекарственного препарата или фармацевтической субстанции достигнет предельного значения срока годности  до окончания срока хранения.

Влияние окраски пробы также может быть устранено путем использования в качестве источника света инфракрасного светодиода (IRLED) при 860 нм. Фотодиодные детекторы позволяют измерять рассеяние света под углом 90о, так же как и прямое светорассеяние (отраженный свет), с измерением света, пропускаемого через пробу. Полученные значения выражаются в относительных единицах NTU (нефелометрических единицах), которые получают путем расчета соотношения между светорассеянием под углом 90о и суммой значений отраженного и пропускаемого излучения. Измерение мутности эталонных суспензий I – IV с помощью дифференциальной турбидиметрии показывает линейную зависимость между концентрацией и значениями NTU. Эталонные суспензии I – IV могут использоваться для калибровки.

Эталонные суспензии для калибровки приборов
	Суспензии формазина
	Значения величин NTU

	Эталонная суспензия I
	3

	Эталонная суспензия II
	6

	Эталонная суспензия III
	18

	Эталонная суспензия IV
	30

	Стандартная суспензия
	60

	Исходная суспензия
	4000


В качестве источника света у турбидиметров, предназначенных для относительной турбидиметрии используют лампу накаливания со спектральной чувствительностью 550 нм и температурой нити накаливания 2700  К или инфракрасный светодиод с максимумом излучения 860 нм и минимальной шириной полосы диапазона, различаемой спектрометром, – 60 нм. При этом  могут использоваться и другие подходящие источники света. В качестве детекторов обычно используются силиконовые фотодиоды или фотоэлектронные умножители. Свет, рассеянный под углом 90о±2,5о, определяется на первичном детекторе. Калибровка приборов проводится с помощью растворов стандартов с известной мутностью. Приборы должны быть способны к автоматическому определению мутности. Результаты испытаний, выраженные в единицах мутности – NTU, регистрируют непосредственно с оборудования и сравнивают с требованиями, указанными в частных фармакопейных статьях.

Прибор считают пригодным, если он соответствует следующим техническим условиям:

– Единица измерения: NTU. NTU основана на мутности первичного стандартного образца формазина. Также могут использоваться FTU (Formazin Turbidity Units – единицы мутности по формазину) или FNU (Formazin Nephelometry Units – формазиновые нефелометрические единицы), которые эквивалентны NTU при низких значениях мутности (до 40 NTU). Эти единицы используются во всех трех инструментальных методах (нефелометрия, турбидиметрия и относительная турбидиметрия).

– Диапазон измерений: 0,01 – 1100 NTU.

– Разрешение: 0,01 NTU в диапазоне 0 –10 NTU; 0,1 NTU в диапазоне от 10 – 100 NTU; 1 NTU в диапазоне более 100 NTU. Прибор должен быть откалиброван с помощью эталонных суспензий сравнения формазина.

– Точность: в диапазоне (0 – 10 NTU ± 2% показания прибора, ± 0,01) NTU;  в диапазоне 10-1000 NTU ± 5 %. 

– Повторяемость: в диапазоне 1-10 NTU ± 0,01 NTU; в диапазоне 

10-1000 NTU± 2 % от измеренного значения.

– Калибровка: проводят с помощью 4 эталонных суспензий формазина в интересующем диапазоне значений. Для этого могут использоваться эталонные суспензии или подходящие стандартные растворы, откалиброванные с помощью исходной суспензии формазина. При определении мутности лекарственных средств допускается использовать для калибровки приборов эталоны мутности, приготовленные в соответствии с ОФС.1.2.1.0007.18.

– Посторонний свет: посторонний свет является существенным источником ошибок при низких значениях измеряемой мутности. Посторонний  свет попадает в детектор из оптической системы, а не от испытуемого образца; менее 0,15 NTU в диапазоне 0 – 10 NTU; менее 0,5 NTU, в диапазоне 10 –1000 NTU.

Приборы, соответствующие перечисленным характеристикам и откалиброванные с использованием эталонных суспензий, можно использовать вместо визуального метода исследования для определения соответствия требованиям частных фармакопейных статей. Приборы, у которых диапазон, разрешение, правильность и воспроизводимость отличаются от указанных выше, могут использоваться в случае, если они валидированы надлежащим образом и пригодны для использования по назначению. Методика испытуемого вещества/препарата также должна быть валидирована в целях подтверждения ее аналитической пригодности. Прибор и методика должны соответствовать параметрам испытуемого препарата. 
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