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С Т А Н Д А Р Т

СРЕДСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ 

ЛИОФИЛИЗИРОВАННЫЕ ДЛЯ ВЕТЕРИНАРНОГО ПРИМЕНЕНИЯ 

Метод определения кислорода во флаконах

Medicine remedies biological lyophilized for veterinary use. 
Method for determination of oxygen in bottles

Дата введения -  2014 -  07 -  01
1 Область применения

Настоящий стандарт распространяется на лиофилизированные биологические лекарственные 
средства для ветеринарного применения (далее -  препараты) и устанавливает хроматографиче
ский метод определения объемной доли кислорода во флаконах с препаратом, заполненных азотом и 
герметично закрытых в диапазоне измерений от 0,10 % до 1,00 %.

2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте приведены нормативные ссылки на следующие стандарты:

ГОСТ 12.1.019—79 Система стандартов безопасности труда. Электробезопасность. Общие 
требования и номенклатура видов защиты

ГОСТ 6613—86 Сетки проволочные тканые с квадратными ячейками. Технические условия
ГОСТ 6709—72 Вода дистиллированная. Технические условия.
ГОСТ 9147—80 Посуда и оборудование лабораторные фарфоровые. Технические условия.
ГОСТ 9293 —74 (ИСО 2435-73) Азот газообразный и жидкий. Технические условия
ГОСТ 22967—90 Шприцы медицинские инъекционные многократного применения. Общие тех

нические требования и методы испытаний
ГОСТ 25336—82 Посуда и оборудование стеклянные. Типы, основные параметры и размеры
ГОСТ 25377—82 Иглы инъекционные многократного применения. Технические условия
ГОСТ 29251—91 (ИСО 385-1—84) Посуда лабораторная стеклянная. Бюретки. Часть 1. Об

щие требования

П р и м е ч а н и е  -  При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить дей
ствие ссылочных стандартов в информационной системе общего пользования — на официальном 
сайте Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии в сети Интернет или по 
ежегодному информационному указателю «Национальные стандарты», который опубликован по со
стоянию на 1 января текущего года, и по выпускам ежемесячного информационного указателя «На
циональные стандарты» за текущий год. Если ссылочный стандарт заменен (изменен), то при поль
зовании настоящим стандартом следует руководствоваться заменяющим (измененным) стандартом. 
Если ссылочный стандарт отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, приме
няется в части, не затрагивающей эту ссылку

3 Сущность метода

Сущность метода заключается в исследовании газовой среды во флаконе с препаратом ме
тодом газовой хроматографии и получении на хроматограмме двух разделенных пиков кислорода и 
азота.

4 Условия выполнения измерений и требования безопасности

4.1 При определении объемной доли кислорода во флаконах с препаратом должны быть со
блюдены следующие условия:

Издание официальное
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- температура окружающего воздуха........................от 20 °С до 25 °С;
- атмосферное давление..........................................  от 84 до 106 кПа;
- напряжение в электросети.......................................... (220 ± 20) В;
- частота тока в электросети.......................................от 49 до 51 Гц;
- относительная влажность воздуха........................ от 40 % до 80 %.
4.2 Хроматографические измерения проводят в соответствии с руководством по эксплуатации 

прибора.
4.3 Помещения, в которых проводят анализ и подготовку проб, должны быть оборудованы 

приточно-вытяжной вентиляцией.
4.4 При выполнении измерений на газовом хроматографе соблюдают правила электробезо

пасности в соответствии с ГОСТ 12.1.019 и руководством по эксплуатации прибора.
4.5 К выполнению измерений методом газовой хроматографии допускаются лица, владеющие 

техникой газовой хроматографии и изучившие руководство по эксплуатации прибора.

5 Определение объемной доли кислорода во флаконах

5.1 Метод отбора проб

5.1.1 Для проведения испытания из серии готового препарата методом случайного отбора из 
разных мест отбирают три флакона.

5.1.2 Флаконы проверяют на целостность и герметичность, тщательно осматривая поверхно
сти флаконов с целью выявления трещин, а также проверяя плотность прилегания закатанного кол
пачка и резиновой пробки. Флаконы с трещинами или дефектами укупоривания для испытания не ис
пользуют.

5.2 Средства измерений, аппаратура, материалы, реактивы

При проведении испытаний используют:

- хроматограф газовый, оснащенный с детектором по теплопроводности с пределом детек

тирования 0,05 % .

- газохроматографической колонкой диаметром 3,0 мм и длиной 1000 мм из стекла или ме

талла, не изменяющие состав газа;

- компьютером с установленным программным обеспечением для управления хроматографом 

и обработки результатов измерений;

- сита молекулярные — цеолит синтетический марки СаА зернением 0,3 -  0,5 мм;

- печь муфельную с температурой нагрева до 1000 °С;

- измеритель расхода газа с бюреткой класса II с ценой деления 0,1 см3 и пределом погреш

ности ± 0,05 см3 по ГОСТ 29251;

- шприц медицинский вместимостью 1-5 см3 по ГОСТ 22967;

- иглы инъекционные многократного применения по ГОСТ 25377 или микрошприц марки 

МШМЛ 62.793.014 к хроматографу;

- сетки проволочные тканые с ячейками 0,3 — 0,5 мм по ГОСТ 6613;

- эксикатор диаметром 250 мм по ГОСТ 25336;

- ступку фарфоровую по ГОСТ 9147;

- трубку резиновую медицинскую внутренним диаметром 4,2 * 2 мм, длиной 10 м;

- бутыль стеклянную вместимостью 3000 см3;

- пробки резиновые;

- масло силиконовое

- гелий;

- азот газообразный особой чистоты по ГОСТ 9293;
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- воду дистиллированную по ГОСТ 6709.

5.3 Подготовка к испытанию

5.3.1 Подготовка газохроматографической колонки

5.3.1.1 Очищенные от загрязнений газохроматографические колонки промывают растворите
лем, высушивают в токе чистого сухого воздуха или инертного газа.

Синтетический цеолит измельчают в фарфоровой ступке, отсеивают на ситах порошок дис
персностью 0,3 — 0,5 мм, промывают его дистиллированной водой для удаления пыли, высушивают 
и прокаливают в муфельной печи в течение 2 — 4 ч при температуре от 400 °С до 500 °С, затем ох
лаждают в эксикаторе на сетках до комнатной температуры.

Хроматографическую колонку устанавливают вертикально и засыпают синтетическим цеоли
том, уплотняя его легким постукиванием снизу. Колонку не досыпают на 1 см и закупоривают сеткой. 
Заполненную колонку устанавливают в термостате хроматографа и не присоединяя к детектору, про
пускают через нее поток гелия или азота особой чистоты (30 -  40 смЗ/мин) в течение 3 ч при темпе
ратуре от 160 °С до180 °С. Затем колонку присоединяют к детектору и продолжают пропускать через 
нее гелий или азот, пока не прекратится дрейф нулевой линии при максимальной чувствительности 
детектора.

5.3.2 Подготовка хроматографа

Подготовку хроматографа к работе и включение выполняют в соответствии с руководством по 
эксплуатации. Режим работы хроматографа осуществляется при следующих параметрах:

- температура колонки.......................................................... 40 °С;
- температура детектора........................................................60 °С;
- скорость газа-носителя гелия в измерительной колонке....60 см3/мин;
- скорость газа-носителя гелия в колонке сравнения..........30 см3/мин;
Объем пробы, подаваемой в испаритель:
- для медицинского шприца................................... от 150 до 250 мм3;
- микрошприца МШМЛ62.793.014................................................. 60 мм3.
Готовность хроматографа к анализу и его работоспособность проверяют, используя в качест

ве газовой пробы атмосферный воздух.

5.3.3 Подготовка флакона с препаратом к испытанию

5.3.3.1 Для отбора пробы газа из флакона с препаратом выравнивают давление газа во фла
коне с атмосферным давлением. Выравнивание давлений проводят азотом, который подается из 
баллона через редуктор под давлением 10 КПа (0,1 кгс/см2) по резиновому шлангу в ресивер-бутыль 
вместимостью не менее 3000 см3, а из него по резиновому шлангу в медицинскую иглу, которой про
калывают резиновую пробку испытуемого флакона.

5.3.3.2 Перед прокалыванием иглой пробки флакона азот пропускают через систему хромато
графа в течение 30 мин с целью удаления остатков воздуха в ней и проверяют чистоту выходящего 
азота на содержание в нем кислорода на хроматографе. Затем перекрывают подачу азота в ресивер 
и спустя 15 с прокалывают иглой пробку флакона, выравнивая давление в нем с атмосферным. Че
рез 2 -- 3 с иглу из пробки извлекают.

5.3.4 Подготовка медицинского шприца

5.3.4.1 Предварительно устанавливают на штоке шприца металлическую трубку диаметром 4 
мм, длиной 30 мм для ограничения хода поршня с целью достижения объема под поршнем 150 -  250 
мм3 и проверяют шприц на герметичность. Для этого шприц с плотно надетой иглой вкалывают в ре
зиновую пробку, погружают всю иглу с канюлей и наконечником шприца в воду и при легком надавли
вании на поршень следят за появлением пузырьков воздуха. Если пузырьки воздуха не выходят в 
месте соединения канюли иглы со шприцом и поршень не подается при нажатии на него, шприц сле
дует считать герметичным для анализа. В целях уплотнения и легкости хода поршня перед его ис
пользованием слегка смазывают внутреннюю поверхность цилиндра шприца в нижней его части тон
ким слоем силиконового масла.

5.3.4.2 Подготовленным к отбору газа медицинским шприцем с иглой прокалывают резиновую 
трубку, по которой выходит гелий из колонки сравнения хроматографа, и дважды медленно шприцем
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набирают и выпускают гелий. В третий раз, набрав гелий в шприц и расположив его иглой вниз, отби
рают пробы газа из флакона с препаратом.

5.4 Проведение испытаний

5.4.1 Из каждого флакона отбирают две пробы газа и последовательно одну за другой, с интер
валом 3 - 4  мин, вводят в испаритель хроматографа. Для этого прокалывают резиновую пробку фла
кона, выдавливают гелий из шприца во флакон и спустя 1 -  2 с набирают под поршень шприца пробу 
газа. Шприц извлекают из пробки флакона и быстро переносят к испарителю хроматографа в верти
кальном положении. Точно по центру канала прокалывают иглой шприца прокладку испарителя и 
вводят в испаритель хроматографа.

5.4.2 Пробу в испаритель вводят плавным нажатием пальца на шток с таким расчетом, чтобы 
поршень двигался плавно с одинаковой скоростью для всех видимых проб. Извлекают иглу шприца из 
испарителя также плавно, удерживая шприц в вертикальном положении.

5.4.3 Через 110 -  120 с после ввода пробы на хроматограмме появляется пик кислорода, затем 
пик азота. Через 20 -  25 проколов следует заменить резиновую прокладку испарителя.

5.5 Обработка результатов

5.5.1 По рассчитанным программой площадям пиков кислорода и азота рассчитывают объем
ную долю кислорода.

5.5.2 Объемную долю кислорода X, %, в каждой пробе газа вычисляют по формуле

Х  = — ^ ------ 100,  (1)
$02  +  S N2

где So2> *Sn2 -  площади пиков кислорода и азота, мв/с.

Вычисление проводят до третьего десятичного знака.
5.5.3 Вычисляют среднеарифметическое двух определений из каждого флакона (считая это за 

одно измерение), при этом результат каждого определения не должен отличаться от среднеарифме
тического более чем на 5 %.

6 Требования к точности измерений

6.1 За окончательный результат принимают среднеарифметическое значение трех измерений, 
выполненных в условиях повторяемости, если диапазон результатов (X max — ^ min) не превышает 
критический диапазон:

(х — X )V шах_ min 7 . 100 < CRogs , (2)
X

где Х тах и X min -  значения максимального и минимального результата из трех измерений, вы
полненных в условиях повторяемости, %

СТ?о,95(3) -  критический диапазон для трех измерений, равный 10 %;
X — среднеарифметическое значение трех измерений, выполненных в условиях 

повторяемости, %.
6.2 Результаты измерений, полученные в условиях воспроизводимости, признаются удовле

творительными, если выполняется условие приемлемости:

1 ^ _ ^ -100<СХ>о,95, (3)

где Х\ и Х̂  -  окончательные результаты измерений, полученные в двух лабораториях в точном 
соответствии с методикой, %;

X — среднеарифметическое значение двух окончательных результатов измерений, вы
полненных в условиях воспроизводимости, %;

CD0,95 — критическая разность, равная 15 %.
6.3 Границы относительной погрешности определения объемной доли кислорода во флаконах 

составляют ±10 %.
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7 Оформление результатов измерений

Результат анализа в документах, предусматривающих его использование, представляют в виде:
Х±А, при Р =  0,95, (4)

где X — среднее арифметическое значение трех измерений, выполненных в условиях повторяемо
сти и признанных приемлемыми по 6.1, %;

=Ь А — значение границ абсолютной погрешности результата, %, определяемое по формуле
± А = Х  6-0,01, (5)

где 8 -  границы относительной погрешности результата анализа при Р  =  0,95 по 6.3, %.
Наименьшие разряды числовых значений результата измерений и численных значений пока

зателей точности должны быть одинаковы, при этом значащих цифр численных показателей точности 
измерений должно быть не более двух.

5
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