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Summary
4-(oxiran-2-ylmethoxy)-9H-carbazol (carvedilol impurity D) and 2-(2-methoxyphenoxyl)ethylamine
(carvedilol impurity E) were established as reference standards, basing on the ISO guide. Results
showed that the units (vials) were homogeneous in the process of packaging and the
chromatographic purity of D and E impurities are 99.96 % and 99.77 %, respectively, with the
uncertainties from 0 to 0.00294.
Keywords: Carvedilol impurity, 4-(oxiran-2-ylmethoxy)-9H-carbazole, 2-(2-methoxyphenoxyl)

ethylamine.

Pat van dé

Carvedilol 1a thuéc tim mach dwoc st dung
kha réng rai trong diéu tri bénh ly tim mach nhw
diéu tri tang huyét ap, thiéu mau cuc bd hodc
suy tim [ Viec kiém tra chét lweng nguyén liéu
dau vao ciing nhw thanh phdm phai dwoc thyc
hién nham dam bao chét lwong cac ché pham
ndi dia cling nhw ngoai nhap chira hoat chét
carvedilol, trong d6 y&u cau kiém soat ham
lwong tap chét la rat quan trong. 4-(oxiran-2-
ylmethoxy)-9H-carbazol (tap D) va
2-(2-methoxyphenoxyl)ethylamin (tap E) 1a hai
tap chét lién quan cda carvedilol, xu4t hién trong
nguyén liéu va thanh pham bat ngudn tir viéc
tén dw trong qua trinh téng hop. Duoc dién My
quy dinh gi&i han cho phép cta tap D va E trong
nguyén liéu carvedilol 1a khdng vuot qua 0,1 %
va trong ché pham carvedilol 1a khdng vwot qua
0.2 % ¥, Trong khi d6, chuén tap D va E dang
dwoc ban véi gia rat dt (khoang 30 triéu déng/
15 mg méi tap) va phai mat thoi gian dai trwdc
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khi dwa vé Viét Nam nén gay khong it khé khan
cho cong tac kiém nghiém hai tap chéat nay.
Trong cac nghién ctu truéc, chung toi da tén?
hop thanh cong tap D va E cla carvedilol 3. 4]
Trong bai bao nay, chung t6i tiép tuc cong bd
viéc thiét 1ap chat dbi chiéu cac tap D va E.

Nguyén liéu va phwong phap

Nguyén liéu

Tap D va tap E (dang mudi hydroclorid) cua
carvedilol da duoc tdng hop va duwoc xac dinh
do tinh khiét trén 99 % tinh trén ché pham
nguyén trang, st dung phwong phap HPLC quy
vé 100 % dién tich pic.

Chat chuan: Tap D chudn USP RS (s6 16
R100B0, ham Iwong 100 % tinh trén ché pham
nguyén trang), tap E chuidn USP RS dang mubi
2-(2-methoxyphenoxy) ethylamin hydroclorid
monohydrat (s6 16 R100C0, ham lwgng 100 %
tinh trén ché phdm nguyén trang).

Héa chét va dung méi: Acetonitril dat tiéu
chudn dung cho sic ky Idng, kali
dihydrophosphat, acid orthophosphoric, acid
trifluoroacetic va acid-1-heptansulfonic dat tiéu
chudn phan tich. Cloroform, dimethyl formamid,
dimethyl sulfoxyd va tetrahydrofuran dat tiéu
chuan phan tich.

Thiét bj

May sac ky Idng hiéu ndng cao Shimadzu
LC-20A két ndi dau do PDA, may phan tich nhiét
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vi sai Shimadzu DSC Q20, may do diém chay
Stuart SMP20, can phan tich 5 s6 ABT 220 —
5DM (Kern).

Phwong phap nghién ctru

Danh gia tap D va tap E

Tap D va tap E cla carvedilol dwgc danh gia
theo cac chi tiéu sau: Cam quan, do tan theo
Dwoc dién Viét Nam V (trong nuworc, methanol,
ethanol va moét s6 dung méi hiru co), diém chay
bang DSC, dinh danh bang cac phuong phap
phd nghiém IR, MS, NMR, ham am béang
phan tich nhiét trong lwong (TGA) va dé tinh
khiét sac ky.

Dinh Iwong tap D va tap E bang ky thuat
HPLC-PDA

Piéu kién sdc ky dinh lwong tap D: Cot
Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm;
5 pm), nhiét do cot 55 °C, thé tich tiém 20 L,
tbc d6 dong 1,0 mL/phut, budc séng phat hién
240 nm. Pha déng bao gdm acetonitril — dung
dich dém (31:69), trong dé dung dich dém la
dung dich KH,PO, 2,72 g/L dwoc diéu chinh vé
pH 2,0 bédng H3sPO,. Dung méi hoa tan 1a hén
hop acetonitril — nwéce (1:1).

Diéu kién sdc ky dinh lwong tap E: Cot
Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm; 5 uym),
nhiét d6 cot 40 °C, thé tich tiém 10 pL, tbc do
dong 1,0 mL/phut, bwéc sdng phat hién 220 nm.
Pha déng bao gdm acetonitril — dung dich TFA
0,05 % va cd ndng dod acid-1-heptansulfonic
2,5 mM (30:70). Dung mdi hoa tan la hén hop
acetonitril — nwéce (1:1).

Dung dich thd. Can khoang 5,0 mg méau the,
cho vao binh dinh m&c 5 mL, bd sung dung moi
hoa tan dén vach, lac déu, pha loang 20 lan
dung dich thu dwgc véi dung mdi hoa tan, loc
qua mang loc 0,45 pm.

Dung dich chuén: Can khoang 5,0 mg tap D/
tap E chuén, cho vao binh dinh mtc 5 mL, sau
dé chuan bj twong tw dung dich ther.

MA&u tréng: Dung méi hoa tan.

Tién hanh séc ky mau trang, dung dich
chuén, dung dich thr. Ghi nhan sic ky dd. Kiém
tra tinh phu hop ctia hé théng. Tinh ham lwong
phan tram tap D/ tap E trong méau thtr dwa vao
dién tich pic thu dwoc tlr dung dich thi, dung
dich chudn va ham lwgng cua tap D/ tap E
carvedilol chuén.

Thiét 1ap chat doi chiéu tap D va tap E

Danh gia do déng nhét cua qua trinh dong lo

Cac mau duwoc ldy ngau nhién theo cong

thtre \/N+ 1 trong d6 N la tbng sb lo. Xac dinh

dd tinh khiét cGa tap D va E trong ting lo theo
quy trinh dinh lwong béng ky thuat HPLC-PDA,
mbi lo duwoc xac dinh 2 lan. Viéc danh gia do
ddng nhét ctia qué trinh dong[; lo dwoc dwa theo
hwéng dan clia ISO 35:2017 ©

Pénh gid do déng nhat lo lién phong
thi nghiém

Viéc danh gia do déng nhat lo lién phong thi
nghiém duoc tién hanh dwa theo hwéng dan
clia 1ISO 13528:2015 . Tap D va E sau khi
duoc dong goi va danh gia déng nhét lo dat yéu
cau sé duwoc ldy mau ngau nhién va tién hanh
xac dinh do tinh khiét tai ba phong thi nghiém
dodc 1ap. Cac phong thi nghiém dwoc lwa chon
dé gtri mau phai dat GLP hoac ISO/IEC 17025.
Mai phong thi nghiém sé& nhan dwoc sau lo mau
ngau nhién kém theo quy trinh phan tich va cac
tai liéu lien quan. Trwdc khi phan tich, méi
phong thi nghiém sé kiém tra tinh phu hop cla
hé théng. Néu dat yéu cau, sé tién hanh xac
dinh ham lwgng hai tap nay trén 6 mau da nhan,
mdi mau dwoc xac dinh 2 lan. Cac phong thi
nghiém dwoc Iwa chon dé gli mau 1a Khoa
Nghién ctu va Phat trién (PTN1), Khoa Thiét lap
chat chuan & chéat ddi chiéu (PTN2) va Khoa
Kiém nghiém My pham (PTN3) thudc Vién Kiém
nghiém Thubc TP. H6 Chi Minh. Viéc danh gia
do ddng nhat lo lién phong thi nghiém sé& dwoc
thwc hién bang phép phan tich phwong sai moét
yéu t6 ANOVA.

Xéac dinh gia tri &n dinh va dé khéng dém bdo
do

Viéc xac dinh gia tri 4n dinh trén phiéu kiém
nghiém tap D va E va d0 khong ddm bdo do
dwoc thwe hién dwa theo hwéng dan cua 1SO
13528:2015 ! dwa trén 18 két qua xac dinh
do tinh khiét cha hai tap D va E tai ba phong
thi nghiém.

Két qua va ban luan

banh giatap Dvatap E

Két qua kiém tra tinh phu hop clta hé théng
cho théy gia tri RSD cua thdi gian lwu va dién
tich pic tap A va tap D carvedilol déu nhd hon
2%, hé sb dbi xing cla pic tap D va tap E ndm
trong khoang 0,8 — 1,5; pic tap D va tap E dat d6
tinh khiét theo phé UV-Vis. Nhw vay, quy trinh
dinh lwong tap D va tap E bang ky thuat HPLC-
PDA dat yéu cau vé tinh phu hop cta hé théng.

Bang 1 va bang 2 trinh bay két qua danh gia
tap D va tap E. V&i d6 tinh khiét sac ky trén 99 %
nén hai chat nay du diéu kién dé thiét lap chéat
déi chiéu.
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Bang 1. Két qua déanh gia tap D carvedilol

Chi tiéu Phwong phép Yéu céu
Cam quan Tinh thé trang, 14p lanh, khéng mui
Tinh chét R Tan trong cloroform, dimethyl formamid (DMF), dimethyl sulfoxyd
b6 tan K
va tetrahydrofuran (15 ml/g)
Diém chay DSC 138 -139°C
-1y. - - _
Phé héng ngoai v (ATR, cm™'): 3286 (N-H), 1336 (C-N), 1259 (C-O epoxy), 1095
(C-0O ether)
Dinh tinh Phé khéi HR-MS (-) c6 m/z = 238,0878 [M-H]
Pho cong huong t Phé "H-NMR, "*C-NMR, HMBC va HSQC: xem
hat nhan
Ham ém TGA 1,34 %
D6 tinh khiét  HPLC (chuén hoéa , . Lz .
. > o
séc ky dién tich) 99,0 % tinh trén ché pham nguyén trang
Bang 2. Két qué danh gia tap E carvedilol dang mudi hydroclorid
Chi tiéu Phuwong phéap Yéu céu
Tinh chét Cri\m quan T|£1h thé trang, lap lanh, khon‘g mui. ’
Do tan Dé tan trong DMF, ethanol va methanol, nwéc (5 ml/g)
Piém chay DSC 91,2°C
lon clorid Cho phan (rng tao tda trang v&i AgNO,
P . v (ATR, cm™): 3084 (N-H), 2808 (C-H aliphatic), 1506 (C=C),
Phé h
© hohg hgoa! 1254 (C-N), 1009 (C-O), 764 (C-H vong thom)
Phé khéi HR-MS (+) c6 m/z = 168,1153 [M+H]"
13 . . . . .
Binh tinh C-NMR (CDClI3, 125 MHz, & ppm): 149,5; 147,2; 122,2; 120,7;
115,2; 112,5; 65,8; 55,5; 38,2.
Phd cong hwéng tr 'H-NMR (CDCl3, 500 MHz, § ppm): 8,36 (s, 3H); 7,04 (dd, 1H,
hat nhan 1Hz, 8 Hz); 7,01 (dd, 1H, 1,5 Hz, 6,5 Hz); 6,97 (dt, 1H, 1,5 Hz, 7
Hz); 6,89 (dt, 1H, 1,5 Hz, 7,5 Hz ); 4,18 (t, 2H, 5,5 Hz); 3,77 (s,
3H); 3,15 (¢, 2H, 5,5 Hz).
Ham &m TGA 0,81 %
D6 tinh khiét HPLC (chuan hoa .z
; > % tinh trén ché phj &
séc ky dién tich) 99,0 % tinh trén ché pham nguyén trang

mbi lo 10 mg va 11 lo dwoc l1ay ngau nhién dé
kiém tra d6 dong nhat. Két qud danh gia do
ddng nhét ctia qua trinh déng lo dwoc thé hién &
bang 3.

Thiét l1ap chat déi chiéu tap D vaE

Danh gida dé dong nhat cia qud trinh
doéng lo

1000 mg tap D/ tap E dwgc déng 100 lo,
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Bang 3. Két qué danh gia do déng nhét cta qué trinh déng lo (n = 2)

STT Két qua dinh lwong tap D (%) Két qua dinh lwong tap E (%)
1 99,96 99,78
2 99,95 99,77
3 99,94 99,79
4 99,97 99,76
5 99,94 99,76
6 99,96 99,77
7 99,95 99,76
8 99,95 99,79
9 99,96 99,78
10 99,96 99,78
11 99,96 99,78
Trung binh 99,95 99,78
SD 0,01 0,01
RSD (%) 0,01 0,01
Két qua cho thay gia tri RSD déu < 0,5 %, Danh gia dé déng nhat lo lién phong

nhw vay cac lo trong qua trinh dong dong nhét.  thi nghiém ‘ ’
Tl d6 két luan dieu kién dong goi on dinh va Két qua danh gia dé dong nhat lién phong thi
phu hop. nghiém duoc thé hién & bang 4.

Bang 4. Két qua danh gia do dong nhat lo lién phong thi nghiém (n = 2)

STT Két qua dinh lwong tap D (%) Két qua dinh Iwong tap E (%)
PTN 1 PTN 2 PTN 3 PTN 1 PTN 2 PTN 3

1 99,95 99,96 99,95 99,78 99,76 99,77

2 99,95 99,95 99,95 99,77 99,79 99,79

3 99,96 99,94 99,96 99,79 99,78 99,77

4 99,96 99,97 99,96 99,76 99,78 99,75

5 99,96 99,94 99,96 99,76 99,78 99,77

6 99,96 99,96 99,96 99,77 99,77 99,77

Trung binh 99,96 99,95 99,96 99,77 99,78 99,77
SD 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
RSD (%) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Théng ké Fyn=0,333 < F.= 3,68 Fy,= 0,537 < F = 3,68

Két qua phan tich ANOVA & bang 4 cho thdy  khong phu thudc vao phong thi nghiém tham gia
Fin = 0,333 < F, = 3,68 dbi v&i tap D va F, =  danh gia.
0,537 < Fy, = 3,68 dbi véi tap E. Do d6, két qua Xdc dinh gid tri 4n dinh va d¢ khéng
dinh lwgng gilra 3 phong thi nghiém khac biét dam bdo do
khéng c6 y nghia théng ké. Quy trinh phan tich Bang 5 trinh bay két qua xac dinh gia tri 4n
c6 dd 13p lai cao, ham lwong chét phan tich  dinh ctatap D va tap E.

Bang 5. Két qua xac dinh gia tri &n dinh cta tap D va tap E (n = 18)

S6 lan Tap D Tap E
thay déi x*0 x*1 X*2 x*3 x*0 x*1 X*2 x*3
6=15s* 0 0 0 0 0 0
X*-5 99,96 99,96 99,96 99,77 99,77 99,77
X*+0 99,96 99,96 99,96 99,77 99,77 99,77
Trung binh 99,96 99,96 99,96 99,96 99,77 99,77 99,77 99,77
X* mé&i 99,96 99,96 99,96 99,96 99,77 99,77 99,77 99,77
s* méi 0 0 0 0 0,01 0,01 0,01 0,01
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Nhén xét: Dbi véi tap D sau ba chu ky thay
ddi, s* = 0 khong thay ddi, khi d6 x* dwoc chon
la 99,89 %; Do d6 léch thwc nghiém an dinh
s* = 0 nén khoéng tinh z-score. Vay gia tri an
dinh cla tap D la gia tri x* m&i 99,96 %; Do

khoéng dam bado do: p = 1,258/ p= 1,25 x

0/\18 = 0.

Déi véi tap E sau ba chu ky thay déi, s* =
0,01 khoéng thay déi, khi d6 x* dwoc chon la
99,77 %; T két qua trén tinh z- score ciia 18/18
gia tri ¢ |z| < 2,0; Vay gia tri 4n dinh cla tap E
la 99,77 %; D6 khong dam bdo do:

u=1,25s8*/\Jp = 1,25 x 0,01/+/18 = 0,0029.

Nhw vay, hai tap D va E déu da diéu kién
dang ky chuan Dwoc dién véi ham lwong duoc
xac dinh 1an lwot 13 99,96 % va 99,77 % theo
nguyén trang, d6 khong dam bao do la 0 v&i tap
D va 0,0029 véi tap E, do léch chudn Ian luot &
0,0078 va 0,0113 (n = 18).

Tién hanh 1ap hd so chat chudn, dan nhan
lo chudn va kém theo phiéu kiém nghiém.
Bao quan cac lo chuidn & nhiét dd 2 — 8 °C,
tranh anh sang.

Ban luan

Viéc kiém soat cac tap chat lién quan trong
nguyén liéu va dac biét la trong thanh pham
ngay cang duwoc quan tdm tai Viét Nam. Tuy
nhién, phan I&n cac tap chat chuén van chuwa cé
hodc néu co6 thwong rat dat tién va phai mua tir
nwéc ngoai. Gan day, Cuc Quan ly Duoc Viét
Nam da c6 yéu cau phai kiém tra tap chét lién
quan mét cach chat ché trong nguyén liéu va
thanh pham dang ky cho san xuét va lwu hanh.
Hién nay hé théng kiém nghiém thubc quéc gia
chwa cung cip duwoc tap chuan D va E cla
carvedilol nén gay khé khan cho cong tac kiém
nghiém tap chat nay tai cac xi nghiép duoc
trong nwéc cé san xuat thanh pham carvedilol.
Viéc d&t mua tap chuan nay t» nwéc ngoai phai
mat 1 — 2 thang v&i gia thanh rat dat (15 mg tap
D hoéc tap E cla carvedilol chudn USP cé gia
tién khoang 30 triéu dong).

Két qua danh gia va thiét lap chat ddi chiéu
tap D va E carvedilol cho thdy cac chat nay du
didu kidu dé dang ky chuan Dwoc dién voi ham
lwgng dwoc xac dinh 99,96 % va 99,77 % theo
nguyén trang, st dung lam chat chuan thir cap
tap D va E cua carvedilol theo USP. V&i quy
trinh téng hop va thiét lap chat chuan trén c6 thé
cung cép du cho cac xi nghiép duoc trong nuéc
c6 nhu cau, gép phan lam giau ngan hang tap
chudn trong céng tac kiém tra chat lwong tap
chét lién quan.

Két luan

Tap D va E cla carvedilol da dwoc thiét 1ap
chét dbi chiéu véi do tinh khiét 1an luot 1a 99,96 %
va 99,77 % tinh trén ché pham nguyén trang, do
khéng dam bao do la 0 v&i tap D va 0,00294 voi
tap E.
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