ОПРЕДЕЛЯНЕ НА ЕТИЛОВ АЛКОХОЛ В ДЕЗИНФЕКТАНТИ ЧРЕЗ ГАЗОВА ХРОМАТОГРАФИЯ


Гюляй Ахмед, Вера Павлова

DETERMINATION OF ETHYL ALCOHOL IN DISINFECTANTS BY GAS CHROMATOGRAPHY

Gyulyay Ahmed, Vera Pavlova


Резюме: Употребата на дезинфектанти за ръце се увеличи драстично по време на здравната криза, причинена от коронавирусната болест през 2019 г. (COVID-19). Те трябва да съдържат поне 60% алкохол и минимални количества вредни примеси, за да се считат за ефективни и безопасни. За да се гарантира човешкото здраве при употребата на дезинфектанти за ръце е необходимо да се разработят ефективни аналитични методи за измерване съдържанието на етанол и други летливи примеси в тези продукти. Особено подходящ за целта е газ-хроматографският метод с равновесна парова фаза и пламъчно-йонизационна детекция (HS-GC/FID).
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Abstract: The use of hand sanitizers increased drastically during the health crisis caused by coronavirus disease 2019 (COVID-19). They must contain at least 60% alcohol and minimal amounts of harmful impurities to be considered effective and safe. To ensure human health when using hand sanitizers, it is necessary to develop an effective analytical method for measuring the content of ethanol and other volatile impurities in these products. Headspace gas chromatography with flame ionization detection (HS-GC/FID) is particularly suitable for this purpose.
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Въведение
Възникването на коронавирусната пандемия през 2019 година предизвика сериозна извънредна ситуация по целия свят. Бързото и лесно разпространение на вируса, изключително високата заболеваемост и смъртност сред населението в резултат на тежък остър респираторен синдром (SARS-CoV-2) принудиха властите да търсят спешни мерки за ограничаването на разпространението на новооткрития вирус. Една от мерките за намаляване на предаването на COVID-19, препоръчана от Световната здравна организация (WHO) [1], е хигиената на ръцете, т.е. измиване на ръцете със сапун и вода или дезинфекцията им с дезинфектант за ръце на алкохолна основа (alcohol-based hand sanitiser = ABHS). В търговската мрежа се предлагат различни форми (напр. пяна, течност и гел), но дезинфектантите на етанолова основа са най-популярните продукти [2-4]. 
Целта на това проучване е да разработи и оптимизира аналитичен метод за идентифициране и количествено определяне на етанол като основна активна съставка в ABHS.

Дезинфектанти – видове и активни съставки
Дезинфектантите за ръце могат да бъдат класифицирани в две групи: на алкохолна основа или без алкохол. Докато първият тип съдържа един или повече видове алкохол, със или без помощни вещества, вторият тип не съдържа алкохол [3]. Най-широко използваните алкохоли в ABHS са етанол и изопропанол (2-пропанол) [5]. ABHS обикновено се състоят от вода и различни допълнителни вещества като омекотители, овлажнители и парфюми [6]. 
Етанолът притежава амфифилни свойства, които влияят на флуидността на микробната липидна мембрана, което води до разтваряне на мембраната. Следователно, водата навлиза в плазмата на микроорганизмите, причинявайки денатурация на протеините; по този начин инактивира бактериите и вируси, включително SARS-CoV-2 [4]. Здравните и регулаторните агенции препоръчват дезинфектантите на етанолова основа да съдържат 60–95% етанол (v/v; 52,1 – 92,4 % w/w) [7]. Съдържание на етанол под 60% (v/v) може да не разруши ефективно микробната мембрана, докато препаратите с концентрации на етанол по-високи от 95% (v/v) са летливи и не съдържат достатъчно вода, за да причинят денатурация на протеини [3, 8]. Световната здравна организация е потвърдила две рецептури на базата на етанол (80 % v/v) или изопропанол (75 % v/v) с глицерол (1,45 % v/v) и водороден пероксид (0,125 % v/v).
Няколко години след избухването на Пандемията, дезинфектантите за ръце на базата на етанол намират все още широка употреба, така че здравните власти трябва постоянно да проверяват дали има риск за човешкото здраве. Поради тази причина се изискват прости, бързи и практични методи за определяне на етанол и възможни примеси в дезинфектанти за ръце на етанолова основа. В литературата са описани няколко метода за определяне на етанол в различни матрици [9,10], включително дезинфектанти за ръце [11-14]. Американската Агенция за контрол на храните и лекарствата (US FDA) публикува метод с директно инжектиране чрез газова хроматография-масспектрометрия (GC-MS) за откриване на изброени онечиствания в дезинфектанти за ръце [15]
Като се има предвид, че етанолът и много от често срещаните примеси, присъстващи в дезинфектантите за ръце на етанолова основа, са летливи [16], газовата хроматография с равновесна парова фаза и пламъчно-йонизационен детектор (HS-GC/FID) е подходяща за анализа на тези продукти.

Материали и методи
Претеглят се на везна 0,10 g от пробата в 20 ml HS шишенце, към което се добавя 1.0 g NaCl за изсолване и 4.0 g дейонизирана вода. Пробите се хомогенизират в продължение на 20 min в ултразвукова вана и инкубират при 80°C за 20 min, след което се инжектират в газ-хроматографска система с пламъчно-йонизационен детектор (GC/FID) “Perkin Elmer Clarus 500” с помощта на Perkin Elmer TurboMatrix 40 Trap Headspace Sampler. Хроматографското разделяне се извършва с помощта на капилярна колона J&W DB-1701 (60 m x 0.25 mm x 0.25 µm). Температурата на пещта първоначално се поддържа 60 °C за 1 min, последвано от повишаване с 10 °C/min до 70 °C и задържане за 2 min, последвано от повишаване с 10 °C/min до 80 °C и задържане за 2 min и последвано от повишаване с 10 °C/min до 100 °C и задържане за 2 min. Общо време на хроматографиране: 11,0 min. Хелий 5.0 (99.999% чистота) се използва като газ-носител с постоянен дебит 50.0 ml/min. Температурата на инжекторa e 200 °C и инжекциите са извършени в режим на разделяне (20:1). Температурата на пламъчно-йонизационния детектор (FID) е 250 °C, със дебит на водород 45.0 ml/min и въздух 450.0 ml/min. 
За събиране на данни се използва софтуерът Perkin Elmer TotalChrom CDS (Perkin Elmer, Шелтън, САЩ).

Резултати и обсъждане
Калибрирането е извършено в 8 точки: 0.032 % (w/w), 0.066 % (w/w), 0.162 % (w/w), 0.322 % (w/w), 0.787 % (w/w), 1.174 % (w/w), 1.619 % (w/w) и 2.426 % (w/w) без корекция с вътрешен стандарт. Използван е eтилов алкохол (99.5 %) с чистота HPLC grade. На фиг. 1 е представена калибрационната крива от калибрирането, а на фиг. 2 - хроматограма на смес метанол, етанол, 2-пропанол и 1-бутанол в концентрация 1.0 % (v/v).



Фигура 1 – Калибрационна крива от калибрирането за етанол 
(без вътрешен стандарт).
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Фигура 2 – Хроматограма на смес метанол, етанол, 2-пропанол и 1-бутанол в концентрация 1.0 % (v/v).

Изследвани са 5 проби на дезинфектанти на алкохолна основа, които се намират в търговската мрежа. Установените количества етанол са систематизирани в таблица 1.

Таблица 1. Резултати от анализ за определяне на етанол в 5 различни дезинфектанта за ръце.

	№ по ред
	Търговски продукт
	Съдържание на EtOH (%)

	1.
	Agiva (течност)
	61.9%

	2.
	HMI (течност)
	22.0%

	3.
	SoClean (гел)
	73.5%

	4.
	Garnier (гел)
	74.4%

	5.
	Medix (гел)
	67.9%



Необходимо е да се отбележи, че наличието на ниска концентрация на етанол в проба № 2 (HMI), се компенсира от наличието на 2-пропанол във висока концентрация. Процентното съдържание на етанол варира от 22.0 % до 74.4 %. 
На фигура 3 са представени хроматограми на 3 различни търговски продукта – течни дезинфектанти за ръце.
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Фигура 3 – Хроматограми на 3 различни търговски продукта – течни дезинфектанти за ръце.

Съгласно класификацията на Европейската агенция по химикали (ECHA) [17] изследваните дезинфектанти са от продуктов тип 01 (PT01), дефиниран в група „Хигиена на хората [18]. Продуктите от този продуктов тип са биоциди, използвани за хигиена на хората, които се прилагат върху или в контакт с човешката кожа или скалп, главно с цел дезинфекция на кожата или скалпа.
Проучване, проведено в Ливан [13] на 31 проби търговски продукти показва, че само 29 % от изследваните дезинфектанти са в съответствие с препоръките на US FDA, WHO и CDC (съдържание на етанол над 60 %), а 10 от тях съдържат примеси, изброени в насоките на FDA, включително: 2-метил-1-пропанол, етилацетат, 1-пропанол, бензен, ацетон, метанол, 1,1-диетоксиетан (ацетал).
Друго мащабно проучване в Бразилия на 48 проби от търговската мрежа установява в 27.1 % от изследваните проби отклонение в съдържанието на етанол, посочено на етикетите, като при 2 от тях то е под изискуемия минимум за ефективност на дезинфектантите [19].
Резултатите от настоящето проучване показват, че изследваните търговски продукти отговарят на изискванията на регулаторните органи и са съпоставими с получените по-горе резултати в Ливан и Бразилия. Тъй като употребата на дезинфектанти за ръце на етанолова основа продължава да е широко разпространена, е необходимо изследванията в тази посока да бъдат продължени и разширени по обхват и време с други търговски марки в магазинната мрежа.

Заключение
Предвид значимостта на поддържането на личната хигиена за ограничаване разпространението на инфекции е от приоритетно значение разработването и усъвършенстването на методи за определяне на етанол в дезинфектанти. Представеното изследване потвърждава приложимостта на HS-GC/FID като надежден метод в качественото и количествено определяне на етанол и други алкохоли. 
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