6658 Urokinase

Beschriftung

Die Beschriftung gibt die Aktivitit in Internationalen
Einheiten Urokinase je Milligramm Protein an.
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Ursodesoxycholsiure

Acidum
ursodeoxycholicum

C,,H,0,
CAS Nr. 128-13-2

M, 392,6

Definition

3a,7p-Dihydroxy-5B-cholan-24-sdure
Gehalt: 99,0 bis 101,0 Prozent (getrocknete Substanz)

Eigenschaften

Aussehen: weiles bis fast weilles Pulver

Loslichkeit: praktisch unloslich in Wasser, leicht 16slich
in Ethanol 96 %, schwer 16slich in Aceton, praktisch
unloslich in Dichlormethan

Schmelztemperatur: etwa 202 °C

Priifung auf Identit:it
I: A
2:B,C
A. IR-Spektroskopie (2.2.24)
Vergleich: Ursodesoxycholsdure CRS
B. Diinnschichtchromatographie (2.2.27)

Losungsmittelmischung: Wasser R, Aceton R
(10:90 V/V)

Untersuchungslosung: 40 mg Substanz werden in der
Losungsmittelmischung zu 10 ml gelost.

Referenzlosung: 40 mg Ursodesoxycholsidure CRS
werden in der Losungsmittelmischung zu 10 ml ge-
1ost.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel R

Fliefimittel: Essigsdaure 99 % R, Aceton R, Dichlor-
methan R (1:30:60 V/V/V)

Auftragen: 5 pl
Laufstrecke: 2/3 der Patte
Trocknen: 10 min lang bei 120 °C

Detektion: Die Platte wird sofort mit einer Losung
von Molybdatophosphorséure R (47,6 g- 1) in einer
Mischung von 1 Volumteil Schwefelsdure R und 20
Volumteilen Essigsidure 99 % R bespriiht und bei
120 °C erhitzt, bis blaue Flecke vor einem helleren
Hintergrund erscheinen.

Ergebnis: Der Hauptfleck im Chromatogramm der
Untersuchungslosung entspricht in Bezug auf Lage,
Farbe und Gré8e dem Hauptfleck im Chromato-
gramm der Referenzlosung.

C. Etwa 10 mg Substanz werden in 1 ml Schwefelsiu-
re R gelost. Die Losung wird mit 0,1 ml Formalde-
hyd-Losung R versetzt und 5 min lang stehen gelas-
sen. Nach Zusatz von 5 ml Wasser R férbt sich die
entstandene Suspension griinlich blau.

Priifung auf Reinheit

Spezifische Drehung (2.2.7): +58,0 bis +62,0 (getrock-
nete Substanz)

0,500 g Substanz werden in wasserfreiem Ethanol R zu
25,0 ml gelost.

Verunreinigungen C und J: Fliissigchromatographie
(2.2.29)

Losungsmittelmischung: Methanol R, mobile Phase
(10:90 V/V)

Untersuchungslosung: 100 mg Substanz werden in der
Losungsmittelmischung zu 10,0 ml gelost.

Referenzlosung a: 1,0 ml Untersuchungslésung wird
mit der Losungsmittelmischung zu 100,0 ml verdiinnt.
1,5 ml dieser Losung werden mit der Losungsmittelmi-
schung zu 10,0 ml verdiinnt.

Referenzlosung b: 10 mg Lithocholsdure CRS (Verun-
reinigung C) werden in der Losungsmittelmischung zu
100 ml gelost. 1,5 ml Losung werden mit der Losungs-
mittelmischung zu 10 ml verdiinnt. In 1 ml dieser Lo-
sung wird der Inhalt einer Durchstechflasche mit Urso-
desoxycholsdure-Verunreinigung J CRS gelst.

Sciule

— GroBe: [=0,10m, @ =4,6 mm

— Stationidre Phase: desaktiviertes, nachsilanisiertes,
octadecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R
(3 pm)

— Temperatur: 40+£2 °C
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Mobile Phase 30 Volumteile Acetonitril R, 37 Volum-
teile einer Losung von Natriumdihydrogenphosphat R
(0,78 g -1, die zuvor mit Phosphorsiure 85 % R auf ei-
nen pH-Wert von 3,0 eingestellt wurde, und 40 Volum-
teile Methanol R werden gemischt.

Durchflussrate: 1,5 ml - min™
Detektion: Refractometer bei 35+ 1°C
Einspritzen: 100 ul

Chromatographiedauer: 12fache Retentionszeit von
Ursodesoxycholsdure

Identifizierung von Verunreinigungen: Zur Identifizie-
rung der Peaks der Verunreinigungen C und J wird das
mit der Referenzlosung b erhaltene Chromatogramm
verwendet.

Relative Retention (bezogen auf Ursodesoxycholsdure,
tr €twa 3 min)

— Verunreinigung C: etwa 6,0

— Verunreinigung J: etwa 10,1

Eignungspriifung:

— Auflosung: mindestens 4,0 zwischen den Peaks der
Verunreinigungen C und J im Chromatogramm der
Referenzldsung b

— Signal-Rausch-Verhiltnis: mindestens 30 fiir den
Hauptpeak der Referenzlosung a

Berechnung der Prozentgehalte

— Fiir die Verunreinigungen C und J wird der Gehalt
an Ursodesoxycholsidure in der Referenzldsung a
verwendet.

Grenzwerte
— Verunreinigung C: hochstens 0,10 Prozent
— Verunreinigung J: hochstens 0,15 Prozent

Verwandte Substanzen: Fliissigchromatographie
(2.2.29)

Losungsmittelmischung: Methanol R, mobile Phase
(10:90 V/V)

Untersuchungslosung: 60,0 mg Substanz werden in der
Losungsmittelmischung zu 20,0 ml gelost.

Referenziosung a: Der Inhalt einer Durchstechflasche
mit Ursodesoxycholsidure zur Eignungspriifung CRS

| (mit den Verunreinigungen A und H) wird in 1 ml Lo-
sungsmittelmischung geldst.

Referenzlosung b: 1,0 ml Untersuchungslésung wird
mit der Losungsmittelmischung zu 100,0 ml verdiinnt.
1,0 ml dieser Losung wird mit der Losungsmittelmi-
schung zu 10,0 ml verdiinnt.

Sdule
— GroBe: [=0,25m, @ =4,6 mm
— Stationdre Phase: desaktiviertes, nachsilanisiertes,
octadecylsilyliertes Kieselgel zur Chromatographie R
(5 um)
I — Temperatur: 40 +2 °C

Mobile Phase: 30 Volumteile Acetonitril R, 37 Volum-
teile einer Losung von Natriumdihydrogenphosphat R
(0,78 g - 1), die mit Phosphorsiure 85 % R auf einen

pH-Wert von 3 eingestellt wurde, und 40 Volumteile
Methanol R werden gemischt.

Durchflussrate: 0,8 ml - min™
Detektion: Refraktometer bei 35+ 1 °C
Einspritzen: 150 ul

Chromatographiedauer: 4fache Retentionszeit von Ur-
sodesoxycholsdure

Identifizierung von Verunreinigungen: Zur Identifizie-
rung der Peaks der Verunreinigungen A und H werden
das mitgelieferte Chromatogramm von Ursodesoxy-
cholsdure zur Eignungspriifung CRS und das mit der
Referenzlosung a erhaltene Chromatogramm verwen-
det.

Relative Retention (bezogen auf Ursodesoxycholsiure,
tr etwa 14 min)

— Verunreinigung H: etwa 0,9

— Verunreinigung A: etwa 2,8

Eignungspriifung: Referenzldsung a
— Auflosung: mindestens 1,5 zwischen den Peaks von
Verunreinigung H und Ursodesoxycholsédure

Berechnung der Prozentgehalte
— Fiir jede Verunreinigung wird der Gehalt an Urso-
desoxycholsédure in der Referenzldsung b verwendet.

Grenzwerte

— Verunreinigung A: hochstens 1,0 Prozent

— nicht spezifizierte Verunreinigungen: jeweils hochs-
tens 0,10 Prozent

— Summe aller Verunreinigungen: hochstens 1,5 Pro-
zent

— Berichtsgrenzwert: 0,05 Prozent

Trocknungsverlust (2.2.32): hochstens 1,0 Prozent, mit
1,000 g Substanz durch Trocknen im Trockenschrank
bei 105 °C bestimmt

Sulfatasche (2.4.14): hochstens 0,1 Prozent, mit 1,0 g
Substanz bestimmt

Gehaltsbestimmung

0,350 g Substanz werden in 50 ml Ethanol 96 % R, das
zuvor gegen 0,2 ml Phenolphthalein-Losung R neu-
tralisiert wurde, gelost. Die Losung wird mit 50 ml
Wasser R versetzt und mit Natriumhydroxid-Losung
(0,1 mol-1"") bis zum Umschlag nach Rosa titriert.

1 ml Natriumhydroxid-Losung (0,1 mol - 1) entspricht
39,26 mg C,,Hy,O,.
Verunreinigungen

Spezifizierte Verunreinigungen:
A, CJ
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Andere bestimmbare Verunreinigungen E.

(Die folgenden Substanzen werden, falls in einer be-
stimmten Menge vorhanden, durch eine oder mehrere
Priifmethoden in der Monographie erfasst. Sie werden
begrenzt durch das allgemeine Akzeptanzkriterium fiir
weitere Verunreinigungen/nicht spezifizierte Verunrei-
nigungen und/oder durch die Anforderungen der Allge- 3a,12a-Dihydroxy-5p-cholan-24-siure
meinen Monographie Substanzen zur pharmazeuti- (Desoxycholsiure)

schen Verwendung (Corpora ad usum pharmaceu-
ticum). Diese Verunreinigungen miissen daher nicht
identifiziert werden, um die Konformitit der Substanz
zu zeigen. Siehe auch ,,5.10 Kontrolle von Verunreini-
gungen in Substanzen zur pharmazeutischen Verwen-
dung*):

B,D,E,EG,H,I

28

A.

OCH3

W

3a,7a-Dihydroxy-5f-cholan-24-sédure HO*
(Chenodesoxycholsédure) H

HO'

3a,7a,12a-Trihydroxy-5p8-cholan-24-séure
(Cholsaure)

3a-Hydroxy-5B-cholan-24-siure
(Lithocholsdure)

W

HO'
H 7B-Hydroxy-5p-cholan-24-siure

3a,7B,12a-Trihydroxy-5p-cholan-24-siure

(Ursocholsdure)
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