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Summary

In this paper, two HPLC-PDA methods were developed to determine the purity of carvedilol
related compound B and C for establishment reference materials. The HPLC conditions were
optimized as follow: Zorbax Eclipse XDB-C8 (4.6 mm x 150 mm, 5 um) column; examined
wavelength: 190 - 800 nm; mobile phase for impurity B composed of 0.05 % formic acid and
acetonitrile with the gradient elution, mobile phase for impurity C composed of acetonitrile -
phosphate buffer pH 2.0 (50:50, v:v). The methods were validated with parameters: system
suitability, specificity, linearity, and accuracy. These procedures can be applied to evaluate the purity

of carvedilol related compound B and C.

Keywords: Carvedilol related compound B, carvedilol related compound C, HPLC.

Pat van dé
Carvedilol 1a mét hén hop racemic cé tac
dung chen khéng chon loc thu thé

beta - adrenergic nhwng co6 tac dung chen chon
loc alphal — adrenergic, dwgc st dung kha réng
rai trong diéu tri tang huyét ap, suy tim man tinh,
réi loan chirc ndng thét trai sau nhdi mau co' tim ™.
Hién nay & nwéc ta co it nhat 11 don vi san xuét
cac dang bao ché khac nhau chtra carvedilol .
Viéc san xuét thudc chra carvedilol trong nwéc
van con phu thudc nhiéu vao nguén nguyén liéu
carvedilol dwgc nhap tr cac cong ty nuwoéc
ngoai. Do do, viéc kiém tra chéat lwgng nguyén
liéu dau vao ciing nhw thanh pham la hét sic
quan trong nham dam bao chat lwong cla cac
ché pham trong nuéc.
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DPéi v&i dwoc chét carvedilol, Dwoc dién My
43 quy dinh phai kiém tra 9 tap, trong doé 5 tap
yéu cau c6 chéat chuan déi chiéu (tap A, B, C, D,
E)y “ Trong do, tap B (3,3-(2-(2-
methoxyphenoxy)ethylazandiyl) bis(1-(9H-
carbazol-4-yloxy) propan-2-ol)) va tap C (1-(9H-
Carbazol-4-yloxy)-3-(benzyl(2-(2-
methoxyphenoxy)ethyl) amino)propan-2-ol)
dwoc tao thanh trong quéa trinh tdng hop
carvedilol, riéng tap C con la tap hinh thanh do
qua trinh phan hay carvedilol ® . Dwoc dién My
43 quy dinh gi¢i han cho phép cla tap B va tap
C trong ché ph&m carvedilol 1a khéng vuwot qua
0,2 %, gi¢i han trong nguyén liéu véi tap B la
0,1% va tap C la 0,02% ™. D& xac dinh cac tap
nay can c6 chat chuan dwoc mua tir nwdc ngoai
V&i gia thanh rét cao va khéng cha déng vé thoi
gian. Trong khi d6, ngan hang chéat chuan quéc
gia hién chua c6 tap chat déi chiéu cua
carvedilol néi chung va tap B, C ndi riéng. Hién
nhém nghién clu chung téi da tbng hop thanh
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cobng cac tap trén va can tiép tuc xac dinh do
tinh khiét s&c ky, hwdng dén viéc thiét lap chat
dbi chiéu tr cac san pham téng hop duoc.

0)

] OHNHOHO
B B

Tap B carvedilol

Bai b&o nay gidi thiéu vé quy trinh sac ky dé
xac dinh d6 tinh khiét tap B va C cuda carvedilol,
dé dinh hwéng thiét 1ap chat dbi chiéu.

T

Tap C carvedilol

Hinh 1. Céng thirc c4u tao tap B va tap C cia carvedilol

Nguyén liéu va phwong phap

Nguyén liéu
Déi twong nghién cau
Tap B carvedilol (3,3-(2-(2-

methoxyphenoxy)ethylazandiyl)bis(1-(9H-
carbazol-4-yloxy)propan-2-o0l)) va tap C
carvedilol 1-(9H-Carbazol-4-yloxy)-3-(benzyl(2-
(2-methoxyphenoxy)ethyl) amino)propan-2-ol).

Hoé chéat - dung méi

M3u thd- Tap B carvedilol téng hop dwoc
(ham &m: 0,13%), tap C carvedilol tbng hop
dwoc (ham am: 0,087%). CAu tric cac san
phdm tdng hop dwoc xac dinh bang céac
phwong phap phd IR, UV-Vis, HR-MS, "H-NMR,
13C-NMR, HSQC va HMBC. Lwong nuwédc két
tinh va dé &m dwoc xac dinh bang k§ thuat phan
tich nhiét trong lwvong (TGA).

Acetonitril (ACN), methanol (MeOH), acid
trifluoroacetic (TFA), acid phosphoric, kali
dihydrophosphat (Hang Merck, Durc).

Thiét bi

Hé thdng séc ki 16ng hiéu ndng cao HPLC-
PDA LC 20A (Shimadzu, Nhat).

Can dién t¢ phan tich HR-250AZ (Han

Québc), may khudy tir gia nhiét HSCD-7 (Mrclab,
Israel), may do pH dé ban HI 2550-03 (Hanna,
Y), micropipet Labnet (My) va cac dung cu thay
tinh chinh xac khac.

Phwong phap nghién ciru

Chudn bjcéc dung dich

Dung dich thir géc: Can chinh xac khodng 20 mg
tap B hoac tap C vao cac binh dinh mdéc 10,0
ml, thém khodng 7 ml ACN, lac dén tan hoan
toan, sau dé dinh mirc dén vach bang ACN.

Dung djch thir lam viéc: Tty dung dich tho
gbc pha lodng bang dung méi pha mau (nwéc -
acetonitril (1:1, v:v)) thanh dung dich c6 néng do
thich hgp. Cac dung dich nay dwgc loc qua
mang loc 0,45 pym truwéc khi tiém vao hé théng
sac ky.

M4u trdng: Dung dich pha mau.

Khao sat diéu kién sdc ky xdc dinh dé tinh
khiét cac tap

Cb dinh diéu kién cot sac ki Zorbax Eclipse
XDB-C8 (150 x 4,6 mm; 5 pym), dau do PDA
(ché d& Max plot 190 — 800 nm) va khao sat
cac diéu kién thanh phan, ty 1& pha déng, ché
do rtra giai.
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Tham dinh quy trinh xac djnh dé tinh khiét
cac tap

Quy trinh dwoc thdm dinh theo hwéng dan
cta ICH " vé& tinh phu hop hé thdng, tinh dac
hiéu, tinh tuyén tinh va dé chinh xac.

Phwong phdp xdc dinh dé tinh khiét

Do tinh khiét dworc tinh theo cong thirc:

X (%) = — 22 100%
S,+.S,

Trong do:

X (%): D6 tinh khiét tap cta carvedilol.

S.: Dién tich pic chinh trong mau thir.

ZSX : Téng dién tich cda céc pic phu trong
méu thir (ngoai trir cac pic phu trong méu thir c6
thoi gian lwu tuong ting cac pic trong mau tréng
va pha déng).

Céc sb liéu thdng ké dwoc tinh toan dwa vao
phan mém Microsoft Excel 2016.

Két qua va ban luan

Khao sat diéu kién sac ki xac dinh dé tinh
khiét tap B

Vé&i muc tiéu rira gidi hét cac thanh phan cé
thé c6 trong mau thk, nghién ctu tién hanh
khao sat chwong trinh rira giai theo gradient voi
cac hé dung méi khac nhau, gbm ACN — nuwéc,
MeOH — nuwéc, acid formic 0,05% - MeOH, acid
formic 0,05% - ACN. Thanh phan cac hé dung
méi dwoc thay ddi theo gradient tuyén tinh tir
100% dung mdi hiru co dén 100% dung moi
phan cwc trong thoi gian 60 phat. Két qua cho
thdy v&i cac hé dung méi co nudc, dwdng nén
thu dwoc khéng én dinh, pic thu dwoc khéng
can dbi. V&i chwong trinh dung méi acid formic
0,05% - ACN, dwérng nén én dinh, pic sic nhon.
Do d6 hé pha dong duwogc Iya chon gém dung
moi acid formic 0,05% - ACN v&i chwong trinh
dung méi trong 70 phut.

Diéu kién sac ky dé xac dinh do tinh khiét tap
B dworc toi wu bao gom:

- Cot séc ky: Zorbax Eclipse XDB-C8 (150

X 4,6 mm; 5 um);

- Pha déng: Chuwong trinh gradient dung
méi, cu thé: 0 phat: 100% dung dich acid formic
0,05%; 60 phut: 100% ACN; 64 — 70 phut: 100%
dung dich acid formic 0,05%;

- Tbéc dd dong: 1,0 mi/pht;

- Nhiét d6 cot: 40 °C;

- Thé tich tiém mau: 10 pl;

- Detector PDA, str dung ché d6 Max plot
phat hién trén toan thang séng 190 — 800 nm;

Khao sdt diéu kién sadc ki xdc dinh dé tinh
khiét tap C

Twong tw tap B, nghién ctru tién hanh khao
sat chwong trinh riva gidi theo gradient véi cac
hé dung mdi khac nhau, gbm ACN — nuéc,
MeOH - nwéc, acid formic 0,05% - MeOH, acid
formic 0,05% - ACN. Két qua cho thay véi cac
hé dung mai trén, dworng nén khdng 6n dinh, tin
hiéu pic khong tét. Do d6, tiép tuc khao sat véi
hé pha ddng gébm dung dich dém phosphat pH 2
— ACN véi cAc ty 1é khac nhau. Két qua cho thay
ty 18 t6i wu cho pic can ddi, thoi gian lwu phu
hop 1a 50:50 (v:v). Thoi gian phan tich mau 1a
10 phat.

Diéu kién sac ky dé xac dinh dd tinh khiét tap
C dworc t6i wu bao gdm:

- Cot sac ky: Zorbax Eclipse XDB-C8 (150
X 4,6 mm; 5 um);

- Pha déng: ACN - dung dich dém (50:50,
v.v), trong dé dung dich dém la dung dich
KH,PO, 2,72 g/l dwoc diéu chinh vé pH 2,0
bang HsPOy;

- Téc d6 dong: 1,0 ml/pht;

- Nhiét d6 cot: 55 °C;

- Thé tich tiém mau: 5 pl;

- Detector PDA, st dung ché dé Max plot
phét hién trén toan thang song 190 — 800 nm.

Thédm dinh quy trinh phan tich

Tinh phu hop hé théng

Chuan bi cac mau th tap B véi ndng
dd khoang 200 pg/ml hoac tap C v&i néng
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dd 200 pg/ml; tién hanh tiém [3p lai 6 lan
vao hé théng sac ky. Tin hiéu dwoc ghi
trén toan thang séng 190 - 800 nm (ché dd

Max plot). Két qua dwoc trinh bay tai bang
la va bang 1b.

Bang la. Két qua tinh phu hop hé théng quy trinh xac dinh dé tinh khiét tap B (n = 6)

Lan tiém tg (phut) S (mAu.s) T; N
1 32,339 15691584 0,93 22927
2 32,317 15797989 0,93 22966
3 32,393 15527155 0,90 22658
4 32,372 15571793 0,92 22904
5 32,348 15640326 0,93 23161
6 32,348 15670169 0,93 23185

Trung binh 32,353 15649836

RSD % 0,08% 0,61%

Bang 1b. Két qua tinh phi hop hé thdng quy trinh xéc dinh dé tinh khiét tap C (n = 6)

Lan tiém tg (phut) S (mAu.s) T N
1 3,073 9402922 1,27 2162
2 3,07 9428961 1,29 2156
3 3,069 9417286 1,32 2136
4 3,068 9409968 1,33 2139
5 3,066 9415790 1,34 2124
6 3,069 9409703 1,34 2145

Trung binh 3,069 9414105

RSD % 0,08 % 0,09%

Két qua cho thdy RSD % cua thdi gian lwu
va dién tich pic déu nhé hon 2 %; T; trong
khoang 0,8 — 1,5 va N I&én hon 1000. Nhw vay,
cac quy trinh dat tinh phd hop hé théng.

Tinh dé&c hiéu

Tién hanh sac ky mau trdng (dung mdi pha
mau), pha déng, cac mau thr lam viéc cé néng
dd 200 pg/ml. Nham muc dich chirng minh quy
trinh c6 tinh dac hiéu trong trwdng hop cod cac
s&n pham phan hady, cac tap dwoc dé trong mot

sb diéu kién khéc nghiét sau (mau phan hay):
thay phan bang dung dich HCI 0,1 N trong 24
gi®, thdy phan bang dung dich NaOH 0,1 N
trong 24 gi&, oxy hoa bang dung dich H,0, 10 %
trong 24 gi®, d&t mau trong ti sdy & 80 °C
trong 24 gio, dat mau dwdi dén UV 254 nm
trong 1 gi®, dat mau dwdi anh sang trong 24
gi®. Séc ky d6 cla cac mau dwoc trinh bay &
hinh 2 va hinh 3.
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Hinh 3. S&c ki d6 ciia m&u trdng (a), pha dong (b), mau thdr tap C 200 ug/mi (c)
va cac mau phan hay trong diéu kién khc nghiét: acid (d),

base (e), oxy héa (f), nhiét dé (g), UV (h), &nh séng (i)
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Két qua cho thay pic s&c gon, can dbi, tach
rdi, trén sac ky dé6 mau trdng va mau pha
dong khong xuét hién pic tring véi thoi gian
lwu cha pic cac tap. Kiém tra do tinh khiét pic
b&ng cdng cu Purity peak trén phan mém di
kém cho gia tri Purity Index dat 1,0000, chirng
td pic cAc tap khong lan cac chat khac. Sac ky
dé cac mau phan hdy co xuét hién cac pic

phan hly, cac pic nay déu tach hoan toan véi

pic tap B hoac C. Nhw vay phwong phap c6 do
dac hiéu tot.

Po6 chinh xac

Tién hanh séc ky 6 mau tht tap B hodc tap
C c6 ndng dd khoang 200 pg/ml (dd 1ap lai) va
thwe hién trong 2 ngay lién tiép véi cung diéu
kién lam viéc va nguwoi thwc hién (d6 chinh
x&c trung gian). Két qua dwoc thé hién trong

bang 2.

Bang 2. Két qud danh gia dé chinh xac quy trinh xéc dinh do tinh khiét tap B va tap C

Tap B Tap C
Sé 1an thye nghiém (n) n==6 n==6
Gia tri ham lwgng trung binh X;g (%) 99,17 99,92
D6 léch chuan SD 0,07 0,09
B lap gl RSD% 0,07 % 0,09 %
Gigi hantincaye (p=0,95;t=2,571) 0,07 0,10
Khoang tin cay p 99,10 — 99,24 99,82 — 100,02
S6 1an thye nghiém (n) 6 6
Gia tri ham lwgng trung binh X;g (%) 99,35 99,91
D6 chinh xédc DG léch chuan SD 0,28 0,14
trung gian RSD% 0,003 % 0,14 %
Gidihantincaye (p=0,95;t=2,571) 0,30 0,15
Khodng tin cay p 99,05 - 99,65 99,76 — 100,06

Céc quy trinh cé dd chinh xac tét véi gia tri
RSD déu dudi 2 %. Do tinh khiét tap B va C
dwoc xac dinh 1an lugt 1a 99,26 % va 99,92 %
tinh theo ché phdm nguyén trang (n = 12).

Khodng néng dé tuyén tinh

Chuén bi mét ddy mau thir véi cac ndng do
tang dan, x& ly va tién hanh sac ky theo diéu
kien da xac dinh. Két qua dwoc trinh bay &

bang 3a va bang 3b.
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Bang 3a. Két qua tinh tuyén tinh cda quy trinh xac dinh dé tinh khiét tap B

Néng dé Dién tich pic (mAU.s) L« .
— — _ Cadc gia tri thong ké
(ng/ml) Lan tiém 1 Lan tiém 2 Trung binh
52,1 3075831 3080424 3078127,5 R? 0,9997
104,2 6610997 6629878 6620437,5 Fin 14593,2
208,4 14668954 14869514 14769234 Fo.05 7,7086
416,9 31534153 31511333 31522743 ty 120,802
625,3 47343955 47488765 47416360 ty -4,868
833,8 64807467 65117947 64962707 to.0s 2,7764
Phwong trinh héi quy y = 79142,88x — 1494308
Khoang tuyén tinh 52,1 — 833,8 pg/ml
Bang 3b. Két qua tinh tuyén tinh cda quy trinh xéc dinh d6 tinh khiét tap C
Néng dé Dién tich pic (mAU.s) i
] - Cadc gia trj thong ké
(ng/ml) Lan tiém 1 Lén tiém 2 Trung binh
24,2 668675 654865 661770 R* 0,9999
48,4 1501002 1486333 1493667,5 Fin 37192,44
96,8 3444460 3444873 3444666,5 Fo.05 7,7086
193,4 7457839 7356280 7407059,5 ty 192,853
386,9 14733289 14707253 14720271 tp -4,850
773,8 30274467 30258964 30266715,5 to.0s 2,7764

Phwong trinh héi quy

y = 39493,2x - 362283

Khoang tuyén tinh

24,2 — 773,8 pg/ml

Két qua cho thay, trong khodng ndng dé khao
sat c6 sy twong quan tuyén tinh chat ché gitra
ndng dd véi ty 1& dién tich pic (véi R?> 0,995).

Gidi han phat hién va giéi han dinh lwong

Gi& tri gion han phat hién va gi¢i han dinh
lwong dwoc suy ra tr phuwong trinh dwong
chuén, 1an lwvot 14 12,8 va 38,8 pg/ml déi véi tap
B: 6,2 va 18,9 ug/ml dbi véi tap C.

Ban luan

DPé xac dinh do tinh khiét ctia san pham téng
hop bang HPLC, nghién ciru da tién hanh khao
sat cac diéu kién pha dong khac nhau, trong do
wu tién cac chwong trinh dung moi theo gradient

dé rtra gidi toan bo cac thanh phan cé thé cé

trong mau thir. V&i tap B carvedilol, nghién ciru
da lwa chon dwoc thanh phan dung méi phu
hop gém acid formic 0,05 % va ACN, rlra gii
theo gradient tir 0 dén 100% dung méi hitu co
trong 60 phat. Véi tap C, do cac diéu kién rtra
giadi theo gradient déu khong phu hop nén
nghién clru da lwa chon ché dd rlra gidi dang
dong hén hop dung dich dém phosphat va ACN.

Nghién ctu st dung detector PDA & ché do
Max plot gilp phéat hién cac pic tap chat trén
toan thang séng 190 — 800 nm. Ngoai ra con hd
tro kiém tra do tinh khiét pic, tir d6 danh gia tinh
chon loc cda phwong phap HPLC.

Céc quy trinh HPLC déu co6 tinh ph hop hé
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thdng xét trén cac tiéu chi thoi gian lwu (tg), dién
tich pic (S), sb dia ly thuyét (N) va hé sb kéo
dudi (Ty), c6 khodng ndng dd tuyén tinh dwoc
xay dwng kha rong, d6 chinh xac nam trong gi&i
han cho phép theo hwéng dan ctia ICH 1.

Nhw vay phuwong phap xay dwng dat dé tin
cay nén co thé ap dung dé xac dinh dd tinh khiét
tap B va C carvedilol. Do tinh khiét tapBvacC
cta mau thi tw tdng hop dwoc xac dinh 1an lwot
la 99,26 % va 99,92 % (n = 12) tinh theo ché
phdm nguyén trang, du diéu kién dé thiét lap
chat dbi chiéu.

Két luan

Nhw vay, quy trinh xac dinh dé tinh khiét tap
B va tap C carvedilol bang HPLC két nbi dau do
PDA da dwoc xay dwng va thAm dinh. Cac quy
trinh dat tinh phi hop hé théng, c6 khoang
tuyén tinh kha réng, tinh chon loc va d6 chinh
xac cao. Cac quy trinh nay c6 thé ap dung dé
xac dinh d6 tinh khiét cia tap B va C cula
carvedilol, 1a mét bwédc quan trong trong qua
trinh thiét 1ap chét dbi chiéu.
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