PHU LUC 10.20 XAC PINH CAC CHAT BAO QUAN KHANG KHUAN

M6t thanh phan quan trong cliia cac ché pham thubc tiém da liéu la cac chat lam gidm nguy co xam
nhap cta vi khudn vao phan con lai sau khi da ding mot phan ché phdm. Cac chét nay thudc nhém
chéat bdo quan khang khuan: Tén va ham lwong cac chat bdo quan khang khun phai ghi trén nhan
thudc. Cac phwong phap phan tich sau day ap dung cho moét sé chat bao quén khang khuan thong
dung nhat, nham xac dinh’'sw c6 mat cla chat bao quan véi ham lwong khéng vuot qua 20 % lwong
ghi trén nhan.

Noéng dd chat bdo quan khang khuan dwoc thém vao thudc tiém da liéu hay don liéu, thudc nhd tai, nhd
mi hay nhé mét cé thé bi giam di trong théi han ding clia s&n phdm. Vi thé, nha san xuét can xac dinh
ndng do tbi thiéu con tac dung va codng thirc san xuat phai dwoc nghién ciru sao cho ndng d6 chat bao
quan khang khuan luén cao hon mtrc ndng do téi thiéu trong subt thdi han st dung. Tai thoi diém san
xuét, s&n phdm chra lwong chat bdo quan khang khuan dwoc cong bd (trong pham vi + 20 % dao
dong cho phép trong san xuét va kiém nghiém). Lwong chat bao quén khang khuan dwoc cong bé trén
nhan khéng cé nghia la lwong nay dwoc git nguyén trong thoi han st dung, ma chi la sy khang dinh
vé ham lwong duoc thém vao ndm trong gidi han cta quy trinh san xuét va khéng vwot qua 20 %.
Cach ghi ham lvgng chat bao quén sé la mot tri sé tiép theo la don vij do, vi du 0,015 mg/ml hay 0,1 %.
Cac chéat khang khuan thong dung nhét 1a benzyl alcol, clorobutanol, phenol; 4 ester ddng dang cla
acid p-hydroxybenzoic (methyl, ethyl, propyl va butyl parabens); 2 hop chat co kim thdy ngan
(phenylmercuric nitrat va thimerosal). Xac dinh phenylmercuric nitrat dung phwong phéap cuc phd, xac
dinh thimerosal va 4 ester ddng dang cuia acid p-hydroxybenzoic diing phwong phap séc ky 16ng va xac
dinh benzyl alcol, clorobutanol, phenol dung phwong phép sac ky khi.

Phwong phap sac ky khi

Quy trinh chung vé phuong phap séc ky khi trinh bay dwéi day cé thé ap dung dé dinh lwong benzyl
alcol, clorobutanol, phenol. Chuan bj dung dich chuan néi va dung dich chuin cho méi chét bao quan
khang khuan theo hwéng dan dwéi day. Trir khi cé hwéng dan khac trong chuyén luan riéng, chuan bj
dung dich thir tr mét lwong chinh xac méau thr va dung dich chuén ndi sao cho néng do clia chat bao
quén khang khuan can phan tich va thanh phan ctia dung méi trong dung dich thir twong dwong trong
dung dich chuén. Tién hanh séc ky khi theo céc diéu kién dwoc trinh bay trong phan nay.

Benzyl alcol

Dung méi pha loang: Methanol - nwéce (20 : 80).

Dung djch chuén néi: Dung dich chira 3,8 mg/ml phenol dwgc chuan bi nhw sau: Hoa tan mét lwong
phenol (TT) thich hop trong mét thé tich methanol (TT) bang 10% thé tich binh dinh mirc va pha loang
bang nwéc dén vach.

Dung dich chuén: Dung dich chtra 1,8 mg/ml benzyl alcol chuén va 1,5 mg/ml phenol (TT) dwoc chun
bi nhw sau: Hoa tan 180 mg benzyl alcol chuan trong 20 ml methanol (TT) trong binh dinh mtc 100 m.
Thém 40,0 ml dung dich chuan ndi va pha loang bang nuwéc dén vach.

Dung dich thir: Pha lodng mau thir va s& dung mét lweng dung dich chuan néi phu hop dé thu dwoc
dung dich c6 néng dd khoang 1,8 mg/ml benzyl alcol va 1,5 mg/ml phenol trong hdn hop dung méi
methanol - nuéc (24 : 76)

Diéu kién s&c ky:

Cot silica nung chay (30 m x 0,32 mm) dwoc pha pha tinh polyethylen glycol (phéan t lwong khoang
15000) (vi du nhw polyethylen glycol compound 20M hoéc carbowax 20M) (I&6p phim day 0,5 uym).

Khi mang: Heli dung cho s&c ky.

Ty Ié chia dong: 10 : 1.

Téc dd dong: 2 ml/min.
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Nhiét do:

Thei gian Nhiét do
(min) (°C)
0-5 150
Cot 5-13 150 — 230 (tang 10 °C/min)
13-20 230
Budng tiém 200
Detector 310

Detector ion héa ngon-itra.

Thé tich tiém: 1,0 pl.

Thoi gian chay séc ky: 20 min.

Céch tién hanh:

Thoi gian lwu tirong ddi so véi benzyl alcol ctia phenol khoang 1,25.

Kiém tra tinh phu hop cla hé théng: Trén séc ky d6 cta dung dich chuan, dd phan gii gitra pic benzyl
alcol va pic phenol khéng nhé hon 2,0; hé sb dbi xirng ctia pic benzyl alcol khéng I&n hon 2,0 va do
léch chuan twong dbi cua ty 1& dién tich pic benzyl alcol va pic phenol thu dwoc tr 6 1an tiém I&p lai
khéng I&n hon 2,0 %.

Tinh ham lwgng benzyl alcol, C7HsO, trong ché phdm dwa vao ty 1& dién tich pic benzyl alcol va pic
phenol thu duwgc trén sac ky dd cla dung dich ther, dung dich chuadn va néng dd benzyl alcol chuén
trong dung dich chuén.

Clorobutanol

Dung méi pha loang: Methanol - nwéc (50 : 50).

Dung dich chuan néi: Dung dich chira 10 mg/ml 2,2,2-tricloroethanol trong dung méi pha loang.

Dung dich chuén géc: Dung dich chra 5 mg/ml clorobutanol chuén trong methanol (TT).

Dung djch chuén: Dung dich chira 1,25 mg/ml clorobutanol chuadn va 2 mg/ml 2,2,2-tricloroethanol
dwoc chuan bi nhw sau: Ly 2,5 ml dung dich chuin gbéc, 2,0 ml dung dich chuan néi va 0,5 ml
methanol (TT) vao binh dinh mtc 10 ml va pha loang bang nuéc dén vach.

Dung dich thir géc: Pha lodng chinh xac moét thé tich dung dich thir, néu can, dé thu dwoc dung dich
chtra 2,5 mg/ml clorobutanol trong nwérc.

Dung dich thd- L4y 5,0 ml dung dich thtr gbc va 2,0 ml dung dich chuén néi vao binh dinh mc 10 ml
va thém methanol (TT) dén vach.

Diéu kién s&c ky:

Cot silica nung chay (30 m x 0,32 mm) dwgc pha pha tinh polyethylen glycol (phan tor lwong khoang
15000) (vi du nhw polyethylen glycol compound 20M hodc carbowax 20M) (I&¢p phim day 0,25 um).

Khi mang: Heli ding cho séc ky.

Ty Ié chia dong: 10 : 1.

Téc dd dong: 1 mi/min.

Nhiét do: Budng tiém 260 °C; detector 280 °C; cdt 135 °C.

Detector ion héa ngon Itra.

Thé tich tiém: 0,5 pl.

Thei gian chay séc ky: 12 min.

Céch tién hanh:

Thoi gian lwu twong dbi so v&i clorobutanol clia 2,2,2-tricloroethanol khoang 1,4.
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Kiém tra tinh phu hop cta hé théng: Trén sac ky dé cua dung dich chuan, dé phan giai gitra pic
clorobutanol va pic 2,2,2-tricloroethanol khéng nhé hon 2,0 va dd léch chuan twong dbi cia ty 1& dién
tich pic clorobutanol va pic 2,2,2-tricloroethanol thu dwoc tir 6 lan tiem I3p lai khéng I1&n hon 1,0 %.
Tinh ham lwong clorobutanol, C4H7Cls0, trong ché pham dwa vao ty 1 dién tich pic clorobutanol va pic
2,2,2-tricloroethanol thu dwgc trén sic ky dd cha dung dich thiy, dung dich chudn va néng do
clorobutanol chuan trong dung dich chuén.

Phenol

Dung dich chuén néi: Dung dich chira 2 mg/ml benzyl alcol chuén trong methanol (TT).

Dung dich chuén géc: Dung dich chira 4 mg/ml phenol chuan trong nuéc.

Dung dich chuén: Dung dich ch*a 0,4 mg/ml phenol chuin va 0,4 mg/ml benzyl alcol chuan dwoc
chuén bi nhw sau: L4y 5,0 ml dung dich chuén géc va 10,0 ml dung dich chuan ndi vao binh dinh mdc
50 ml va pha lodng bang nuéc dén vach.

Dung djch thir: Pha lodng mau thir va st dung mot lwong dung dich chuan nédi phu hop dé thu dwoc
dung dich c6 néng d6 0,4 mg/ml phenol va 0,4 mg/ml benzyl alcol trong hén hop methanol - nuée (20 :
80)

Piéurkién séc ky:

Cét silica nung chay (30 m x 0,32 mm) dwoc pha pha tinh polyethylen glycol (phan tir lwong khoang
15000) (vi du nhw polyethylen glycol compound 20M hoac carbowax 20M) (I&6p phim day 0,5 uym).

Khi mang: Heli dung cho s&c ky.

Ty 1é chia dong: 10 : 1.

Tbc d6 dong: 2 ml/min.

Nhiét do:
Thei gian Nhiét do
(min) (°C)
0-5 150
Cot 5-13 150 — 230 (tang 10 °C/min)
13-20 230
Budng tiém 200
Detector 310

Detector ion héa ngon Ira.

Thé tich tiém: 1 pl.

Thoi gian chay s&c ky: 20 min.

Céch tién hanh:

Thaoi gian lwu twong dbi so véi phenol clia benzyl alcol khoang 0,85.

Kiém tra tinh phi hop clia hé théng: Trén séc ky dd ctia dung dich chuan, dé phan giéi gitra pic benzyl
alcol v&i pic phenol khéng nhd hon 2,0; hé sb dbi xirng ctia pic phenol khéng 16n hon 2,0 va do léch
chuén twong dbi cla ty I& dién tich pic phenol va pic benzyl alcol thu dwoc tir 6 1an tiém 13p lai khdng
I&n hon 1,0 %.

Tinh ham lwong phenol, CeHsO, trong ché phadm dwa vao ty 1& dién tich pic phenol va pic benzyl alcol
thu dwoc trén sac ky dé ctia dung dich thtr, dung dich chuan va ndng dd phenol chuén trong dung dich
chuan.

Phwong phap sac ky léng

Quy trinh chung vé phwong phap séc ky 16ng trinh bay dwéi day dwoc ap dung dé dinh lwong céc
paraben va thimerosal. Chuan bi dung dich chudn néi va dung dich chuin cho méi chat bdo quan
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khang khuan theo hwéng dan dwdi day. Tri khi cd hwdng dan khac trong chuyén luan riéng, chuén bi
dung dich thtr tr mét lwong chinh xac mau thr va dung dich chuan ndi sao cho néng dod clia chat bao
quan khang khuan can phan tich va thanh phan dung méi trong dung dich thir twong dwong trong dung
dich chuén. Tién hanh s&c ky 16ng theo cac diéu kién dwoc trinh bay trong phan nay.

Methylparaben va propylparaben

Phwong phap séc ky 16ng (Phuluc 5.3).

Pha dbéng: Methanol - dung.dich kali dihydrophosphat 7 g/l (65 : 35).

Dung dich chuén néi- Dung dich chira 0,013 mg/ml ethylparaben chuén trong pha déng.

Dung dich phu hop hé théng: Dung dich chra 0,01 mg/ml mdi chat sau: butylparaben chuén,
propylparaben chuan, ethylparaben chuan, methylparaben chuan va acid p-hydroxybenzoic trong pha
dong.

Dung dich chuén-géc: Dung dich chira 0,2 mg/ml methylparaben chuén va 0,03 mg/ml propylparaben
chuén trong pha dong.

Dung dich chuén: L4y 5 ml dung dich chuén géc, 5 ml dung dich chuén néi vao binh chiét va tién hanh
chiét 3 lan; méi lan v&i 10 ml diethyl ether (TT). Gop dich chiét ether va lam khan bang natri sulfat khan
(TT). B46¢ hoi dich chiét dén khé va hoa tan can thu dwoc trong 50 ml pha dong.

Dung dich thir. LAy 5 ml dung dich can thir, 5 ml dung dich chuan ndi vao binh chiét va tién hanh chiét
3 lan, méi 1an v&i 10 ml diethyl ether (TT). Gop dich chiét ether va lam khan bang natri sulfat khan (TT).
Béc hoi dich chiét dén khé va hoa tan can thu dwoc trong 50 ml pha déng.

Diéu kién sc ky:

Cot bdo vé (3mm x 4,0 mm) dwoc nhdi pha tinh C.

Cot (15 cm x 4,6 mm) dwoc nhdi pha tinh C (5 um).

Detector quang phé t& ngoai d&t & buwédc séng 272 nm.

Tbc d6 dong: 1,3 ml/min.

Thé tich tiém: 10 pl.

Thaoi gian chay séc ky: 10 min.

Céch tién hanh:

Thoi gian lvu twong ddi so véi methylparaben: acid p-hydroxybenzoic khoang 0,58; ethylparaben
khoang 1,4 va propylparaben 2,1.

Kiém tra tinh phu hop cla hé thdng: Trén séc ky d6 cGa dung dich phu hop hé théng, do phan giai gitra
pic acid p-hydroxybenzoic va methylparaben khéng nhé hon 2,0 va d phan giadi gilra pic
methylparaben va ethylparaben khéng nhé hon 2,0; d6 léch chuén twong dbéi cla ty 1é& dién tich pic
methylparaben/ethylparaben va ty 1& dién tich pic propylparaben/ethylparaben thu dwoc tir 6 lan tiém
lap lai khong 1&n hon 2,0 %.Trén séc ky d6 cla dung dich chuan, hé sé dbi xirng cla pic
methylparaben va pic propylparaben khéng I&n hon 2,0.

Tinh ham lwong ctia methylparaben, CsHsOs, va propylparaben, C1oH1203 trong ché pham lan lwot dwa
vao ty | dién tich pic methylparaben/ethylparaben va propylparaben/ethylparaben thu dworc trén sac ky
dd cta dung dich chuadn va dung dich th®r, ham lwong twong (rng clia CgHsOs va CioH1203 trong
methylparaben chuén va propylparaben chuén.

Ethylparaben va butylparaben c6 thé duoc xéc dinh theo céch trong tw voi cac dung dich ndi chuén
thich hop. Tuy nhién, dé thu héi ctia qua trinh chiét xuét phu thudc vao chét nén, vi vy can xéc dinh
tinh phu hop cda quy trinh véi timg sdn phdm cu thé.

Thimerosal

Phwong phap sac ky 1dng (Phu luc 5.3).

Dung djch A: Acid trifluoroacetic - nuwoc (0,5 : 1000).
Pha dbéng: Methanol - dung dich A (60 : 40).
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Dung dich chuén: Dung dich chiva 25 pg/ml thimerosal chuén trong nudec.

Dung dich thir: Pha lodng mau thir trong nuéc dé thu dwoc dung dich c6 ndng dd thimerosal khodng 25
pg/mil.

Diéu kién sac ky:

Cot kich thwde (10 cm x 2,1 mm) dwoc nhdi pha tinh C (2 um).

Detector quang phd ttr ngoai d&t & buéc séng 222 nm.

Téc d6 dong: 0,35 ml/min.

Thé tich tiém: 2,5 pl.

Nhiét do bu6ng tiém mau tw doéng: 4 °C.

Céch tién hanh:

Kiém tra tinh phii hop ctia hé thdng: Trén sac ky d6 cta dung dich chuén, hé sb déi xirng cla pic
thimerosal khong 1&n hon1,5; do léch chudn twong ddi cia dién tich pic thimerosal thu dwoc tir 6 1an
tiém Iap lai khéng I&n hon 1,0 %.

Tinh ham‘lwong cuta thimerosal, CoHsHgNaO2S, trong ché phdm dwa vao dién tich pic thimerosal thu
dwoc trén sic ky dd cla dung dich chuén va dung dich thir, ham lwong cla CoHgHgNaO,S trong
thimerosal chuén.

Phwong phap cwc pho

Phenylmercuric nitrat

Dung dich chuén géc: Dung dich chira 0,1 mg/ml phenylmercuric nitrat trong dung dich natri hydroxyd
0,1 M (TT). Lam &m dé hoa tan néu can.

Dung dich chuén: Hat 10 ml dung dich chun gbc vao binh dinh mic 25 ml rdi tién hanh nhw chi dan &
muc dung dich thir bat dau tw “thém 2 ml dung dich kali nitrat 1 %....”.

Dung dich thie: Hat 10 ml mau thr vao binh dinh mdc 25 ml, thém 2 ml dung dich kali nitrat 1 % (TT) va
10 ml dung dich dém borat kiém pH 9,2 (TT), néu can diéu chinh dén pH 9,2 bang dung dich acid nitric
2 M (TT). Thém 1,5 ml dung dich gelatin (TT) 0,1 % m&i pha, thém dung dich dém borat kiém pH 9,2
(TT) dén vach, tron déu.

Céch tién hanh:

Hut mét phan dung dich thtr cho vao binh cuwc phd, dudi khong khi trong dung dich bang dong khi
nitrogen théi qua trong 15 min. Dt dién cwe giot thiy ngan ctia may cuwc phd thich hop va ghi lai cuc
phd dd trong khoang dién thé tir -0,6 VV dén -1,5 V so v&i dién cuc calomel bdo hoa. Xac dinh cwéong dod
dong khuéch tan ctia dung dich thiy, (is)u, 1a hiéu sb gitra cwdng d6 dong tén dw va cwdng do dong gidi
han.

Theo cach twong tw, xac dinh ddng thei cwdng d6 dong khuéch tan, (is)s, ciia dung dich chuén.

Tinh ham lweng phenylmercuric nitrat, CsHsHgNO3, trong mau thty (ug/ml) theo céng thirc sau:

2,SXCXM

(ia)s

Trong dé: C la ndng dé cia phenylmercuric nitrat trong dung dich chuén (ug/ml).
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