METHODS OF ANALYSIS

1. Description. White or off white translucent ointment. Presence of white lumps, which are easily crushed with glass stick, is allowed.

2. Identification. 

2.1. Carry out the method of thin-layer chromatography in analysis, using Silicagel G F254 as immobile phase and 100 volumes of chlorophorm, 10 volumes of acetone and 5 volumes of absolute ethanol as a mobile phase. Put separately on the plate in 10 μl of each defined bellow solutions.

To prepare solution (1) quantity of ointment equivalent to 1 mg of betamethasone intermix with 10 ml of methanol by heating in water-bath till methanol boiling point. Shake well, cool on the ice bath for 30 minutes and filter. Evaporate filtrate till dryness in a current of nitrogen with gentle heating and dissolve residue in 0.5 ml of chlorophorm.

Solution (2) contains 0.24% (w/v) of betamethasone valerate (BP) in chlorophorm.

Leave the plate after putting samples in air till dryness, put in a chamber and chromatography in ascending method. When front of solvents passes distance about 10 cm from the start line, take the plate out of chamber, dry in air till the smell of solvents disappear and heat at temperature of 105С for 5 minutes in drying chamber.  Sprinkle still hot plate with alkaline solution of tetrazolium blue. 

The principal spot in the chromatogram of solution (1) must correspond to the principal spot in chromatogram of solution (2).

2.2. To quantity of ointment equivalent to 80 mg of lignocaine hydrochloride add 4 ml of acid chlorine hydrogen and heat in the water-bath for 10 minutes, leave to cool, filter. Transfer filtrate into division funnel with help of 20 ml of water, add 5 mol of sodium hydrate till the residue develops and extract with two portions of chlorophorm, each of 20 ml. Filter extracts of chlorophorm through waterless sodium sulphate. About 10 ml of filtrate evaporate till dryness on water-bath in current of nitrogen. The residue dissolve in 1 ml of 96% alcohol, add 0.5 ml of 10% (w/v) solution of cobalt chloride and 0.5 ml of 5 mol sodium hydrate. Shake for 2 minutes. Bluish-green precipitate develops.

2.3. UV-spectrum of absorption of the sample solution obtained at quantitative definition of phenylepherine hydrochloride must correspond to spectrum of absorption of the reference solution of phenylepherine hydrochloride.

2.4. The retention time of the peak of methyl paraben in the chromatogram of test solution must correspond to the retention time of methyl paraben in the chromatogram of standard solution. The analysis is carried out simultaneously with the quantitative definition of methyl paraben. 

3. Filling of tubes. Clear and dry surface of 10 tubes and weigh every tube separately. Quantitatively take off the contents of every tube. Dry and weigh again. The difference between two weightings is the weight of tubes contents. 

Average index of filling for 10 tubes must be not less than 15.0 g.

Filling of each out of 10 tubes must be not less than 13.5 g.

4. Microbiological quality. Not more than 100 bacteria and not more than 10 yeast and mould fungi (totally) per gram of preparation are allowed. Absence of Escherichia coli. Analysis is carried out by the membrane filtration method. Cleaning of membrane filter dilute three times in sterile solution of sodium chloride isotonic 0.9%, each of 100 ml.

Preparation during analysis possesses antimicrobic action. 

МЕТОДЫ  КОНТРОЛЯ


1. Описание. Белая или почти белая полупрозрачная мазь. Допускается наличие белых комочков, легко раздавливаемых стеклянной палочкой. 


2. Подлинность. 


2.1. Испытание проводят методом тонкослойной хроматографии (ГФУ, 2.2.27), используя Silicagel G F254 в качестве неподвижной фазы и смесь 100 объемов хлороформа, 10 объемов ацетона и 5 объемов абсолютного этанола в качестве подвижной фазы. На пластинку наносят отдельно по 10 мкл каждого из нижеописанных растворов.


Для приготовления раствора (1) количество мази, эквивалентное 1 мг бетаметазона, смешивают с 10 мл метанола нагреванием на водяной бане до кипения метанола. Хорошо взбалтывают, охлаждают на ледяной бане в течение 30 мин и фильтруют. Фильтрат упаривают досуха в токе азота при осторожном нагревании и остаток растворяют в 0,5 мл хлороформа. 


Раствор (2) содержит 0,24 % (м/об) бетаметазона валерата (Бр.Ф.) в хлороформе.


После нанесения проб оставляют пластинку на воздухе до высушивания, помещают в камеру и хроматографируют восходящим способом. Когда фронт растворителей пройдет расстояние около 10 см от линии старта,  пластинку вынимают из камеры, высушивают на воздухе до удаления запаха растворителей и нагревают при температуре 105 С около 5 мин в сушильном шкафу. Еще горячую пластинку опрыскивают щелочным раствором тетразолия синего.


Основное пятно на хроматограмме раствора (1) должно соответствовать основному пятну на хроматограмме раствора (2).

2.2. К количеству мази, эквивалентному 80 мг лидокаина гидрохлорида, добавляют     4 мл кислоты хлористоводородной и нагревают на водяной бане 10 мин, оставляют для охлаждения, фильтруют. Переносят фильтрат в делительную воронку с помощью 20 мл воды, добавляют 5 М натрия гидроксид до образования осадка и экстрагируют двумя порциями по 20 мл хлороформа. Фильтруют хлороформные экстракты через безводный натрия сульфат. Около 10 мл фильтрата выпаривают досуха на водяной бане под током азота. Остаток растворяют в 1 мл   96 % спирта, добавляют 0,5 мл 10 % (м/об) раствора кобальта хлорида и 0,5 мл 5 М натрия гидроксида. Взбалтывают 2 мин. Образуется синевато-зеленый осадок.

2.3. УФ-спектр поглощения раствора образца, полученный при количественном определении фенилэфрина гидрохлорида, должен соответствовать спектру поглощения раствора сравнения фенилэфрина гидрохлорида.

2.4. Время удерживания пика метилпарабена на хроматограмме испытуемого раствора должно соответствовать времени удерживания пика метилпарабена на хроматограмме стандартного раствора. Испытания проводят одновременно с количественным определением метилпарабена.

