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КЛИНДАМИЦИНА ФОСФАТ

Clindamycini phosphas
C18H34CIN2O8PS









Mr 505.0

ОПРЕДЕЛЕНИЕ
Клиндамицина фосфат содержит не менее 95,0% и не более 100,5% метил 7-хлоро-6,7,8-тридеокси-[[[(2S,4R)-1-метил-4-пропилпирролидин-2-ил]карбонил]амино]-1-тио-L-трео-α-D-галакто-октопиранозида 2-(дигидроген фосфата) в пересчете на сухое вещество.
СВОЙСТВА

Белый или практически белый порошок, слегка гигроскопичный, легко растворимый в воде, очень плохо растворимый в спирте, практически нерастворимый в эфире и метиленхлориде.

Обладает полиморфизмом.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ

Первичная идентификация: А, D.

Вторичная идентификация: B, C, D.

A. Идентифицируют с использованием спектрофотометрии в инфракрасном спектре (2.2.24), сравнивая со спектром, полученным с клиндамицина фосфатом CRS. В две отдельные пробирки помещают 50 мг исследуемой субстанции и 50 мг клиндамицина фосфата CRS. Добавляют по 0,2 мл воды R и нагревают до полного растворения. Упаривают до сухого остатка при пониженном давлении и сушат при 100°С-105°С в течение 2 ч. Cубстанции, подготовленные в виде дисков с использованием натрия бромида R, подвергают исследованию.  
B. Идентифицируют методом тонкослойной хроматографии (2.2.27), используя в качестве покрытия силикагель HR.
Тест раствор. Растворяют 20 мг исследуемой субстанции в метаноле R и доводят объем до 10 мл этим же растворителем.
Референс раствор(а). Растворяют 20 мг клиндамицина сульфата CRS в метаноле R и доводят объем до 10 мл этим же растворителем.

Референс раствор(b). Растворяют 10 мг линкомицина гидрохлорида CRS в 5 мл референс раствора (а).
Наносят отдельно на пластину по 5 мкл каждого раствора. Проявляют после прохождения 12 см смесью 20 объемов ледяной уксусной кислоты R, 20 объемов воды R и 60 объемов бутанола R. Сушат пластину при 100°С-105°С в течение 30 минут и опрыскивают раствором калия перманганата с концентрацией 1 г/л. Положение, цвет и размер основного пятна тест раствора на хроматограмме должны соответствовать положению, цвету и размеру пятна референс раствора (а). Тест не является достоверным, пока на хроматограмме референс раствора (b) присутствуют два пятна.
С. Растворяют приблизительно 10 мг субстанции в 2 мл разбавленной хлористоводородной кислоты R и нагревают на водяной бане в течение 3 минут. Добавляют 4 мл раствора натрия карбоната R и 1 мл раствора натрия нитропруссида R с концентрацией 20 г/л. Стандарт готовят таким же образом, используя клиндамицина фосфат CRS. Цвет тест раствора должен соответствовать цвету раствора стандарта.
D. 0,1 г субстанции кипятят под оросительным конденсатором в смеси с 5 мл концентрированного раствора натрия гидроксида R и 5 мл воды R в течение 90 минут. Охлаждают  и добавляют 5 мл азотной кислоты R. Экстрагируют трехкратно 15 мл метиленхлорида R, отбирая экстракты. Фильтруют верхний слой через бумажный фильтр. Фильтрат должен давать реакцию (b) на фосфаты (2.3.1).
ТЕСТЫ

Раствор S. 1,0 г субстанции растворяют в свободной от диоксида углерода воде R. При необходимости раствор подогревают. Охлаждают и доводят объем до 25,0 мл свободной от диоксида углерода водой R.
Внешний вид раствора. Раствор S прозрачный (2.2.1) и бесцветный (2.2.2, Метод II).
рН.(2.2.3). Доводят 5 мл раствора S до объема 20 мл свободной от диоксида углерода водой R. рН полученного раствора - 3,5-4,5. 

Специфическая оптическая ротация (2.2.7). 0,250 г растворяют в воде R и доводят объем до 25 мл этим же растворителем. Специфическая оптическая ротация составляет от +115 до +130 в пересчете на сухое вещество.
Примеси. Определяют с использованием жидкостной хроматографии (2.2.29) как описано в разделе «Количественное определение». Инжектируют референс раствор (с). Чувствительность детектора настраивают таким образом, чтобы  высота основного пика составляла не менее 50% от полной шкалы рекордера. Инжектируют тест раствор и продолжают хроматографировать до выхода пика клиндамицина. Площадь любого пика, отличного от основного, а также любого пика растворителя не должна превышать более чем в 2,5 раза пик клиндамицина фосфата на хроматограмме референс раствора (с) (2,5%), и сумма площадей всех пиков, отличных от основного, а также любого пика растворителя не должна более чем в 4 раза превышать пик клиндамицина фосфата на хроматограмме референс раствора (с) (4%). Не учитывают любой пик, площадь которого составляет менее 10% площади основного пика на хроматограмме референс раствора (с).
Вода (2.5.12). Не более 6%, определяемых в 0,250 г субстанции методом полумикроанализа.
Стерильность (2.6.1.). Если субстанция предназначена для производства дозированных форм для парентерального введения без последующей стерилизации, она должна соответствовать требованиям теста на стерильность.
Бактериальные эндотоксины (2.6.14): менее 0,6 МЕ/мг, если субстанция предназначена для производства дозированных форм для парентерального введения без последующего удаления бактериальных эндотоксинов.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ

Проводят с использованием жидкостной хроматографии (2.2.29).

Тест раствор. Растворить 75,0 мг исследуемой субстанции в мобильной фазе, и довести объем раствора мобильной фазой до 25 мл. 
Референс раствор (а). Растворить 75,0 мг клиндамицина фосфата CRS в мобильной фазе, и довести объем раствора мобильной фазой до 25 мл. 
Референс раствор (b). Растворить 5,0 мг линкомицина гидрохлорида CRS и 15,0 мг клиндамицина гидрохлорида CRS в 5 мл референс раствора (а) и довести объем раствора до 100 мл мобильной фазой.
Референс раствор (с). Довести 1мл референс раствора (а) до объема 100 мл мобильной фазой.
Хроматографическая процедура может быть проведена с использованием:

 - колонки из нержавеющей стали длиной 0,25 м с внутренним диаметром 4,6 мм, наполненной октилсилилсиликагелем для хроматографии R (5 мкм – 10 мкм),
- мобильной фазы при скорости потока 1,0 мл/мин, состоящей из смеси 200 мл ацетонитрила R и 800 мл раствора натрия дигидрогенфосфата R c концентрацией 13,6 г/л с рН, предварительно доведенным фосфорной кислотой R до 2,5,
-   спектрофотометрического детектора с установленной длиной волны 210 нм.

-   петли инжектора объемом 20 мкл. 

Инжектируют  референс раствор (а). Чувствительность детектора настраивают таким образом, чтобы высота пиков составляла не менее 50% полной шкалы рекордера.

Тест не является достоверным, пока первый пик (линкомицин) не начнет четко отделяться от пика растворителя, а соотношение между вторым пиком (клиндамицина фосфат) и третьим пиком (клиндамицин) не будет составлять как минимум 6. Откорректировать концентрацию ацетонитрила в мобильной фазе при необходимости. Результаты теста не являются достоверными, пока фактор симметрии пика клиндамицина фосфата не будет составлять, по крайней мере, 1,5. Референс раствор (а) инжектируют 6 раз. Тест не является достоверным, пока относительное стандартное отклонение площади пика клиндамицина фосфата не будет составлять, по крайней мере, 1,0%. При необходимости корректируют интегрирующие параметры. Инжектируют попеременно тест раствор и референс раствор (а). 

Рассчитывают процентное содержание клиндамицина фосфата.

ХРАНЕНИЕ

Хранить в воздухонепроницаемом контейнере, при температуре, не превышающей 30°С. Если субстанция стерильна, хранить в стерильном, воздухонепроницаемом, ударопрочном контейнере. 
МАРКИРОВКА

На этикетке указывают:

 - при необходимости, что субстанция стерильна, 

-  при необходимости, что субстанция свободна от бактериальных эндотоксинов.
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DEFINITION

Clindamycin phosphate contains not less than 95.0 percent and not more than the equivalent of 100.5 per cent of methyl 7-chloro-6,7,8-trideoxy-6-[[[(2S,4R)-1-methyl-4-propylpyrrolidin-2-yl]carbonyl]amino]-1-thio-L-threo-α-Dgalacto-octopyranoside 2-(dihydrogen phosphate), calculated with reference to the anhydrous substance.
CHARACTERS

A white or almost white powder, slightly hygroscopic, freely soluble in water, very slightly soluble in alcohol, practically insoluble in ether and in methylene chloride.

It shows polymorphism.
IDENTIFICATION

First identification : A, D.

Second identification: B, C, D.

A. Examine by infrared spectrophotometry (2.2.24), comparing with the spectrum obtained with clindamycin phosphate CRS. In two separate tubes place 50 mg of the substance to be examined and 50 mg of clindamycin phosphate CRS. Add 0.2 ml of water R and heat until completely dissolved. Evaporate to dryness under reduced pressure and dry at 100 C to 105 C for 2 h. Examine the substances prepared as discs using potassium bromide R.
B. Examine by thin-layer chromatography (2.2.27), using silica gel H R as the coating substance.

Test solution. Dissolve 20 mg of the substance to be examined in methanol R and dilute to 10 ml with the same solvent.

Reference solution (a). Dissolve 20 mg of clindamycin phosphate CRS in methanol R and dilute to 10 ml with the same solvent.

Reference solution (b). Dissolve 10 mg of lincomycin hydrochloride CRS in 5 ml of reference solution (a).

Apply separately to the plate 5 μl of each solution. Develop over a path of 12 cm using a mixture of 20 volumes of glacial acetic acid R, 20 volumes of water R and 60 volumes of butanol R. Dry the plate at 100 C to 105 C for 30 min and spray with a 1 g/l solution of potassium permanganate R. The principal spot in the chromatogram obtained with the test solution is similar in position, colour and size to the principal spot in the chromatogram obtained with reference solution (a).

The test is not valid unless the chromatogram obtained with reference solution (b) shows two principal spots.
C. Dissolve about 10 mg in 2 ml of dilute hydrochloric acid R and heat in a water-bath for 3 min. Add 4 ml of sodium carbonate solution R and 1 ml of a 20 g/l solution of sodium nitroprusside R. Prepare a standard in the same manner using clindamycin phosphate CRS. The colour in the test solution corresponds to that in the standard.
D. Boil 0.1 g under a reflux condenser with a mixture of 5 ml of strong sodium hydroxide solution R and 5 ml of water R for 90 min. Cool and add 5 ml of nitric acid R. Extract with three quantities, each of 15 ml, of methylene chloride R and discard the extracts. Filter the upper layer

through a paper filter. The filtrate gives reaction (b) of phosphates (2.3.1).
TESTS
Solution S. Dissolve 1.00 g in carbon dioxide-free water R. Heat gently if necessary. Cool and dilute to 25.0 ml with carbon dioxide-free water R. Appearance of the solution. Solution S is clear (2.2.1) and colourless (2.2.2, Method II).
pH (2.2.3). Dilute 5.0 ml of solution S to 20 ml with carbon dioxide-free water R. The pH of the solution is 3.5 to 4.5.
Specific optical rotation (2.2.7). Dissolve 0.250 g in water R and dilute to 25.0 ml with the same solvent. The specific optical rotation is + 115 to + 130, calculated with reference to the anhydrous substance.

Related substances. Examine by liquid chromatography (2.2.29), as described under Assay. Inject reference solution (c). Adjust the sensitivity of the detector so that the height of the principal peak is not less than 50 per cent of the full scale of the recorder. Inject the test solution

and continue the chromatography for the retention time of clindamycin : the area of any peak, apart from the principal peak and any peak due to the solvent, is not greater than 2.5 times the area of the peak corresponding to clindamycin phosphate in the chromatogram obtained with solution (c) (2.5 per cent) and the sum of the areas of allthe peaks, apart from the principal peak and any peak dueto the solvent, is not greater than four times the area of the peak corresponding to clindamycin phosphate in the chromatogram obtained with reference solution (c) (4.0 per cent). Disregard any peak with an area less than 10.0 per cent of that of the principal peak in the chromatogram obtained with reference solution (c).
Water (2.5.12). Not more than 6.0 per cent, determined on 0.250 g by the semi-micro determination of water.
Sterility (2.6.1). If intended for use in the manufacture of parenteral dosage forms without a further appropriate sterilisation procedure, it complies with the test for sterility.
Bacterial endotoxins (2.6.14) : less than 0.6 IU/mg, if intended for use in the manufacture of parenteral dosage forms without a further appropriate procedure for removal of bacterial endotoxins.
ASSAY

Examine by liquid chromatography (2.2.29).

Test solution. Dissolve 75.0 mg of the substance to be examined in the mobile phase and dilute to 25.0 ml with the mobile phase.

Reference solution (a). Dissolve 75.0 mg of clindamycin phosphate CRS in the mobile phase and dilute to 25.0 ml with the mobile phase.

Reference solution (b). Dissolve 5.0mg of lincomycin hydrochloride CRS and 15.0 mg of clindamycin hydrochloride CRS in 5.0 ml of reference solution (a) and dilute to 100.0 ml with the mobile phase.

Reference solution (c). Dilute 1.0 ml of reference solution (a) to 100.0 ml with the mobile phase.

The chromatographic procedure may be carried out using:

— a stainless steel column 0.25 m long and 4.6 mm in internal diameter packed with octylsilyl silica gel for chromatography R (5 μm to 10 μm),

— as mobile phase at a flow rate of 1.0 ml/min a mixture of 200 ml of acetonitrile R and 800 ml of a 13.6 g/l solution of potassium dihydrogen phosphate R, previously adjusted to pH 2.5 with phosphoric acid R,

— as detector a spectrophotometer set at 210 nm,

— a20μl loop injector.

Inject reference solution (b). Adjust the sensitivity of the detector so that the height of the peaks is not less than 50 per cent of the full scale of the recorder. The assay is not valid unless the first peak (lincomycin) is clearly separated from the solvent peak and the resolution between the second peak (clindamycin phosphate) and the third peak (clindamycin) is at least 6.0. Adjust the concentration of acetonitrile in the mobile phase, if necessary. The assay is not valid unless the symmetry factor of the clindamycin phosphate peak is at most 1.5. Inject reference solution (a) six times. The test is not valid unless the relative standard deviation of the peak area for clindamycin phosphate is at most 1.0 per cent. If necessary adjust the integrator parameters. Inject alternately the test solution and reference solution (a). Calculate the percentage content of clindamycin phosphate.
STORAGE

Store in an airtight container, at a temperature not exceeding 30 C. If the substance is sterile, store in a sterile, airtight, tamper-proof container.
LABELLING

The label states :

— where applicable, that the substance is sterile,

— where applicable, that the substance is free from bacterial

endotoxins.

