TAP CHi ¥ - DUGC HOC QUAN SU' SO 3-2020

DINH LWONG FEXOFENADIN HYDROCLORID TRONG VIEN
NEN BANG SAC KY LONG HIEU NANG CAO

Vi Van Tuan', Nguyén Thi Thanh Phwong’
Nguyén Vin Bach?, Phan Vi Thu Ha®

TOM TAT

Muc tiéu: Xay dung, thdm dinh phwong phép dinh lwong fexofenadin hydroclorid (FEX.HCI)
trong vién nén bang sac ky 16ng hiéu nang cao va tng dung phwong phap dé danh gia chét
lwong mot sb ché pham co trén thi trudng. Phwong phap: Khao sat dé chon diéu kién sac ky
t6i wu. Phwong phap xay dwng dwoc thdm dinh theo hwéng dan cla ICH, gdm: Tinh thich hop
hé théng, tinh dac hiéu, khoang tuyén tinh, dé I&p lai, d& ding, gidi han phét hién (LOD) va giéi
han dinh lvong (LOQ). Két qua: Phuong phap st dung cot Sun Fire™ (RP-C18, 5 pm, 100A,
250 x 4,6 mm), detector t&r ngoai tai bwdc séng 220 nm, pha dong gdm acetonitril va dém
phosphat (pH 4,8) ty 1& 35:65 (v/v), tbc d6 dong: 1,0 ml/phit. LOD va LOQ cua phwong phap
lan lwot 1a 0,08 va 0,32 pg/ml, khodng tuyén tinh tir 10 - 40 pg/ml véi d6 1p lai va dd dang nam
trong gi6¢i han cho phép. Ham lwong FEX.HCI trong mét s& ché phdm Iwu hanh trén thi trwong
khi xac dinh bang phwong phap nay nam trong khoang 98,13 - 101,40% so v&i lwong ghi trén
nhan. Két luan: Phuong phap HPLC da xay dwng phu hop va da tin cay dé dinh lwong
FEX.HCI trong vién nén.

*Tir khéa: Fexofenadin; Phwong phép séc ky 1dng hiéu nang cao.

DAT VAN DE

FEX.HCI 1a dwoc chat khang histamin
thé hé 2, c6 tac dung dbi khang dac hiéu
va chon loc trén thu thé H; ngoai vi.
FEX.HCI la mét chat chuyén hoéa c6 hoat
tinh cda terfenadin. Vi FEX.HCI c6 tac dung
nhanh va kéo dai, nén dwoc s dung
rong rai trong didu tri triéu chirng viém
mai di ’ng theo mua, may day man tinh vé
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can & nguoi lon va tré em > 6 tudi [1].
Viéc kiém tra chat lwong thuéc nhdm dam
bao hiéu qua diéu trj va an toan cho nguo'
st dung 1a mét tiéu chi rat quan trong. Vi
vay, nghién ctu nay dwogc thyc hién
nham gép phan cung cép cac di liéu vé
phwong phap dinh lwgng FEX.HCI trong
vién nén va ap dung dé danh gia chat
lwong mot sd ché phdm dang lwu hanh.
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Hinh 1: Céng thirc cAu tao cla fexofenadin hydroclorid.

VAT LIEU VA PHUWONG PHAP NGHIEN CUU
1. Nguyén liéu va thiét bi
* Nguyén liéu va héa chét:
- FEX.HCI chuan: Ham lwong 98,62% (Vién Kiém nghiém thudc Trung wong cung cap).
- Vién nén chira FEX.HCI dang Iwu hanh trén thi trudng.

Béng 1: Thong tin ché pham dang lwu hanh dwoc s dung trong nghién ctru.

Ther tw Ki hiéu Ngay san xuét - Han st dung Ham lwong ghi trén nhan (mg)
1 T 10/9/15 - 09/9/17 60
2 F 11/11/15-11/11/18 60
3 H 29/9/16 - 29/9/19 60

- Acetonitril (ACN) va methanol (MeOH) (HPLC-Merck) va cac héa chét khac dat
tiéu chudn tinh khiét phan tich.

* Thiét bj: 2. Phwong phap nghién ciu
Hé thong sac ky long hiéu nang cao * Khéo sét didu kién séc ky:
AIIJgnce Watsrs 269A5D (M7), 4 kénh dung - Lwa chon bwéc song phan tich: Ghi
moi, bom mau tw ddng, detector UV2487, ho 10 i d dich chu&n FEX.HCI
c6 budng gia nhiét cot; may quang phd p‘no tu’Angoau ung !? C, uan ) o
LABOMED UV-VIS Spectro UVD 2960 NOng do 20 pg/ml. Bude song 6 cuc dai
(M§), may do pH Mettller Toledo (Thuy ST), hép thu dwoc Iwa chon dé phat hién

can phan tich Sartorius (d6 chinh xac 0,1 mg). FEX.HCI.
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- Lwa chon pha tinh: So sanh hai cot
C18 co kich thuwde 5 um x 4,6 x 250 mm:
cot SunFire™ (100A) va cot Phenomenex
(110A). Lwa chon cot c6 kha nang tach tét
v&i pic can déi, hé sb bat dbi khong qua
1,5 va sb dia ly thuyét I6n hon dé tién
hanh phan tich.

- Lwa chon pha déng: Khdo sat cac ty
|&é pha doéng gitra ACN va dém phosphat
& cac ty 18 32/68, 35/65, 40/60, (v/v) dé
xac dinh ty 1& pha déng t6i wu nhat.

- Khao sat pH: Gilr nguyén céac diéu
kién s&c ky khac va khdo séat gia tri pH
cua dém phosphat tai cac gia tri 3,0; 3,9;
4,8 dé lwa chon pH phu hop.

* C4c diéu kién séc ky khac duoc cd
dinh:

- Nhiét d6 cot: Nhiét dé phong.

- Téc d6 dong: 1 ml/phut.

- Thé tich tiém: 10 pl.

- Cach pha dém phosphat: Can 2,72¢g
KH,PO, hoa trong 900 ml nwéc cét, diéu
chinh pH bang acid phosphoric. Sau dd,
bd sung thé tich vira da thanh 1.000 ml.
Loc qua mang loc 0,45 um trwdc khi tién
hanh s&c ky.

* Thédm dinh phuong phdp:

Quy trinh thdm dinh phwong phép dinh
lwong tién hanh theo hwéng dan cua ICH
[3]:

- Tinh thich hop hé théng: Hoa tan
FEX.HCI chuan trong methanol d& dwoc
néng d6 20 ug/ml. Tién hanh séc ky 6 1an
cung mét dung dich chuén.

- Tinh dac hiéu: Chuan bj dung dich thc
bang cach can chinh xac mét lwong bot
vién twong rng khoang 50 mg FEX.HCI,
thém 30 ml MeOH, I4c siéu am 15 phit va
thém dung méi dén vira da 50 ml. Loc, lay
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1 ml dich loc va thém MeOH vira da 50 ml.
Tién hanh phan tich dung dich chuén,
dung dich thir va méu trdng (MeOH) theo
phwong phap da xay dwng.

- Khoang tuyén tinh: Hoa tan 10 mg
FEX.HCI chuadn vira dd trong 10 ml
MeOH, thu dwoc dung dich chuan gbc cé
néng dd 1.000 pg/ml. Tlr dung dich chuan
géc pha loang bang MeOH thanh day
dung dich chuan cé néng d6 10, 15, 20,
25, 30 va 40 pg/ml. Phan tich cac dung
dich chudn theo phwong phap da xay
dwng. St dung dién tich pic FEX.HCI lam
tin hiéu dap wng dé lap dwong chuan.

- Do 1ap lai: Tién hanh phan tich 6
dung dich tht* dwgc chuan bj song song
theo phwong phap da xay dwng. Tinh dd
léch chuan twong dbi (RSD) cla két qua
phan tich.

- b6 dung: Cac dung dich th&r thém
chudn dwoc chudn bi bang cach can
chinh xac moét lwong bét vién twong rng
v&i khoang 10 mg FEX.HCI (9 méu) cho
vao binh dinh mdc 10 ml, thém 1an lwot 8;
10; 12 mg FEX.HCI chuén va 7 ml MeOH,
lac siéu am 15 phat. Thém MeOH viva du
dén vach dinh mue. Loc, 1ay 1 ml dich loc
va pha loang dén 100 ml bidng MeOH.
Tién hanh s&c ky 9 dung dich th&r thém
chuén, dung dich chuan va dung dich thi.
T két qué phan tich, tinh dé thu héi cta
phuwong phép tai 3 mrc néng do.

- Gioi han phat hién (LOD) va gi¢i han
dinh lvgng (LOQ): Pha loang dung dich
chudn dén néng dd cé tin hiéu/nhiéu
bing 3 (LOD) va bing 10 (LOQ).

Phuwong phap da xay dwng va tham
dinh dwoc &ng dung dé& dinh lwong
FEX.HCI trong 3 mau ché pham dang lvu
hanh.
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KET QUA NGHIEN CUrU VA BAN LUAN
1. Két qua khao sat diéu kién sac ky
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Hinh 2: Phé t&r ngoai cta dung dich FEX.HCI chuan.

Phé t&r ngoai cho thay: 2 cuc dai hap thu & bwéc séng 220 va 265 nm. Trong do,
buéc séng 220 nm c6 d6 hap thu cao hon (0,749) so véi buwédc séng 265 nm (0,057).
Két qua nay ciing phu hop véi cong b cla Breier A.R. va CS [2]. Do vay, buéc séng
220 nm dwoc chon la bwéc séng phat hién trong nghién ctru nay.
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Hinh 3: Sé&c ky d6 dung dich chuan phan tich bang 2 cét khac nhau.

Trén 2 cot phenomenex va SunFire™, co6t phenomenex cé sb dia ly thuyét (3400)
nhé hon nhidu cot SunFire™ (12065). Ngoai ra, c6t phenomenex con cho pic kéo dudi
v&i hé sb dbi xirng 1,64. Vi vay, cot SunFire™ dwoc chon dé siv dung cho nghién ctru
tiép theo.
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Bang 2: Két qua khao sat ty |é pha dong.

Ty 16 dung méi ACN/dém (v/v) Thoi ?pl':r;tl)wu Tr Hé S?Al:z.‘i;lt déi Sé dia(ll:'/)thuyét
32/68 9,261 1,15 13255
35/65 7,487 1,13 11427
40/60 4,455 1,16 7806

Khi tang ty 1& ACN trong pha ddng tir 32 - 40%, thoi gian lwu giam t 9,26 phut
xubng 4,45 phut, s6 dia ly thuyét gidam tir 13255 xubng 7806. Dé tiét kiem thoi gian
phan tich ma van ddm bao c6t cé hiéu luc tach tét, ty 1& dung méi ACN/dém phosphat
35/65 dwoc lwa chon dé tiép tuc nghién ciu.

Bang 3: Két qua khao sat pH.

pH Thei gian lwu Tr (phut) Hé s6 bat déi
3,00 9,36 1,16
3,90 8,84 1,17
4,80 7,58 1,11

Khi tang pH ttr 3,00 1én 4,80, thdi gian lwu gidm tir 9,36 xubng 7,58 phut va hé sb
bat d6i gidm twr 1,16 xudng 1,11. Trong khi d6, & pH 4,8, pic FEX.HCI ¢6 thoi gian lwu
ngan nhat va hé sé bat d6i gan véi 1 nhéat. Vi vay, dung dich dém phosphat dwoc diéu
chinh vé pH 4,8 trwdc khi dung 1am dung méi pha déng dé tién hanh sac ky.

2. Két qua tham dinh phwong phap dinh lwong

* Tinh thich hop hé théng:

Béng 4: Két qua phan tich 6 Ian dung dich chuan.

Lan Thei gian lwu Tg (phut) | Dién tich pic (uV.s) | Hé s6 bat déi | Sé dia ly thuyét
1 7,56 333811 1,096 12059
2 7,56 334473 1,104 12048
3 7,54 338112 1,109 12065
4 7,55 335984 1,111 12069
5 7,53 336088 1,109 11964
6 7,54 336671 1,110 11993
Trung binh 7,55 335857 1,107 12033
RSD (%) 0,19 0,46 0,51 0,36

RSD cua thei gian lwu 12 0,19 < 1% va RSD cua dién tich pic, hé sb bat dbi, sb dia
ly thuyét déu < 2%. Két qua nay nam trong gidi han cho phép, do vay, hé théng séc ky
I6ng hiéu nang cao phu hop dé dinh lwgng FEX.HCI.
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* Tinh dac hiéu:
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Hinh 4: Sac ky db dung dich chuén, dung dich thir va mau tréng.

Pic chinh trén séc ky d6 dung dich chuan va sac ky dé dung dich thir c6 thoi gian
lwu twong tw & 7,55 phat. Trén s&c ky dd mau tréng, khong thay pic xung quanh thoi
diém 7,55 phut. Két qua nay chirng t& phuong phap da xay dung dac hiéu cho phan

tich FEX.HCI.

* Khodng nbng do tuyén tinh:

Béng 5: Dién tich pic cta day dung dich chuan FEX.HCI.

Thir tw 1 2 3 4 5 6
Néng d6 dung dich chuan (pg/ml) 10 15 20 25 30 40
Dién tich pic (uV.s) 168186 | 242279 335664 415465 | 513720 686801
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Hinh 5: Db thi mé t& sw phu thudc cla dién tich pic vao néng dé FEX.HCI.

Két qua hinh 5 va bang 5 cho thay: Pwdng chuén c6 hé sb twong quan R? = 0,9991
nam trong khodng tr 0,99 - 1. Diéu nay khang dinh c6 sw phu thudc tuyén tinh chat
ché gitra dién tich pic v&i nong dd FEX.HCI trong khoang néng dé ttr 10 - 40 pg/ml. Vi
vay, c6 thé sir dung phuong phéap da xay dung dé dinh lwong FEX.HCI béng cach so
sanh dién tich pic cia dung dich tht v&i dung dich chudn c6 néng dé ndm trong
khoang tuyén tinh.

* DG I3p lai:

Béng 6: Két qua dinh lwong I&p lai 6 mau thir song song.

Khéi lwong bat Dién tich pic Ham lwong so véi nhan < X
T y ; ; ; Két qua
(mg) (BV.5) (%) a
1 187,4 335287 99,83
2 187,6 339764 101,16 n=6
3 187,6 341715 101,74 X =337.910
RSD = 0,92%
4 187,8 340630 101,42 Gi6i han RSD: < 2%
5 187,3 335345 99,85 Két luan: Pat yéu cau
6 187,7 334720 99,66

RSD cua két qua dinh lwong 6 mau thir song song 1a 0,92% < 2%. Diéu nay chirng
t6 phwong phéap cé do Iap lai tét.
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*DJ dung:
Béng 7: Két qua xac dinh ty 1& thu héi tai 3 néng dé khac nhau.

Thie t Ll:gzg(:;(;m ,,D,Lé?ut\llc:) Lu’qn(gmtigr; thay Ty I(;zci; thu (%) F(l;l))
1 8,03 291309 7,8328 97,66
2 8,08 292676 7,9891 98,87 98,37 £ 0,72 0,73
3 8,05 291200 7,944 98,32
4 10,05 331881 10,17 101,82
5 9,98 332080 10,244 100,83 101,57 £0,95 | 0,93
6 10,09 331640 10,178 101,90
7 12,09 362978 12,11 100,80
8 11,99 361298 11,93 99,79 99,79 £ 0,34 0,34
9 12,03 361134 11,994 98,87

Phan tich cac dung dich thtr thém chuén, dung dich th, dung dich chuan theo
phuwong phap da xay dwng.

Ty lé thu héi & cac néng dd khac nhau dat tir 98,37 - 101,57% déu nam trong
khodng 98 - 102% so v&i lwgng chuan thém vao; RSD thu dwoc tor 0,34 - 0,93% déu
khéng > 2%. Chirng té phwong phap da xay dwng cé dé dung cao.

* Xac dinh LOD va LOQ:

Bang 8: Két qua xac dinh LOD va LOQ.

o Dién tich pic wéc lwong, S Néng d6 chat chuan Dién tich pic do dwoc
Gi¢i han
(nV.s) (ng/ml) (nV.s)
0,07 2238
2379
LOD 0,08 2412
(3xN)
0,09 2623
2930 0,30 7601
LOQ (10xN) 0,32 8007
0,34 8379

Trén séc ky dd ctia mau trang, do dwoc tin hiéu nén trong khoang thoi gian tr 7,30
- 7,90 phat 1a N = 793 pV.s. LOD dwoc xac dinh 1a néng dé c6 S/N = 3. LOQ dwoc xac
dinh 14 néng d6 c6 S/N = 10.

LOD duworc xac dinh 1a 0,08 ug/ml va LOQ la 0,32 pg/ml.
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3. Két qua dinh lwgng FEX.HCI trong mét s6 ché pham dang Iwu hanh
Béng 9: Két qua dinh lwong 3 méau vién nén FEX.HCI dang Iwu hanh.

Mau | Phép thir "“"-’"(‘21;?" my Dié:‘ut\j‘_’sh) pic ":,Z“I‘I:::’:g(‘oz)" Trung binh (%)

1 174,9 335030 101,52

T 2 1744 332235 100,94 101,40
3 1745 334881 101,70
1 186,3 326287 99,30

F 2 1864 327764 99,70 99,61
3 186,1 327630 99,82
1 182,7 323724 99,37

H 2 183,0 321598 98,75 98,13
3 182,7 320986 98,72

Sau khi thdm dinh phwong phap, 3 mau vién nén chira FEX.HCI dwoc dinh lwong
bang phwong phap da xay dwng. Ham lwong clia vién so véi nhan dwoc xac dinh bang
cach so sanh dién tich pic FEX.HCI trén séc ky dé cha dung dich thir v&i dién tich pic
FEX.HCI trén sac ky d6 dung dich chuan tién hanh song song.

Két qua trén cho thay ham lwong FEX.HCI trong 3 mau th nghién ctu lan lwot 13
101,40; 99,61 va 98,13% so v&i ham lwgng ghi trén nhan. Nhw vay, ca 3 mau thi trén
déu dat yéu cau vé ham lwong FEX.HCI theo USP 38 [5].

KET LUAN

Xay dwng va thdm dinh dwoc phuong
phap dinh lwong FEX.HCI bang séc ky léng
hiéu nang cao nhw sau: FEX.HCI chuan hoéc
bét vién dwoc hoa tan trong methanol dé
dwoc ndng d6 khoang 20 pg/ml, tién hanh
sac ky va so sanh dién tich pic thu dwoc.
Diéu kién sac ky: Cot SunFire™ (RP-C18,
5 um, 100A, 250 x 4,6 mm), detector tcr
ngoai tai buwdc song 220 nm, pha dong
gdm acetonitril va dém phosphat pH 4,8
ty 1& 35:65 (v/v), tbc dd dong: 1 ml/phat,
thé tich tiém mau 10 ul & nhiét do phong.
Phuong phép ciing dwoc thdm dinh day
da cac chi tiéu theo hwéng dan cua cla
ICH vé thdm dinh phuwong phép phéan
tich. Bén canh dé, phwong phap ciing
dwoc ng dung dé dinh lwong 3 mau vién
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nén chira FEX.HCI dang Iwu hanh trén thi
trwong. Ham lwong cac mau dat tir 98,13
- 101,40% so v&i lwong ghi trén nhan.
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