Chwong 5
THAM DINH PHU'ONG PHAP PHAN TIiCH

MUC TIEU HQC TAP:

1. Trinh bay dwge khdi ni¢m cde chi tiéu thdm dinh phweong phdp phan tich thuoe
va djch sinh hoc.

2. Trinh bay dwoc yéu cdu, cdch tién hanh va danh gid ket qua doi voi tham dinh
phwong phdp phdn tich thudc trong nguyén ligu, thanh phdm va djch sinh hoc.

3. Xdy dumg dwpe dé cwong thdm dinh phwong phdp phén tich thube trong
nguyeén li¢u, thanh ph(fm va djch sinh hoc.

5.1. DAl CUONG

5.1.1. Khdi ni¢m

Thim dinh phwong phap phan tich 12 nhim chirng minh qui trinh d6 ¢é phu hgp
véi myc dich ung dung khong. Thim dmh phuomg phdp phén tich 1a mdt khau quan
trong, la can thiét trong nghién ctru phat trién thuc méi, 1a dit liéu bat budc phai 6 khi lap
ho so 'dang ky thudc, 14 bude khéi dau cho cic nghién ctru lién quan t6i nong do thudc trong
co thé nhu duge dong hoc, sinh kha dung, twong duong sinh hoc,... clia thudc.

Thim dinh phuong phap phan tich 1a qué trinh xac dinh bang nghién ciru trong
phong thi nghi¢m nhlmg dic diém dic tnmg cta phuong phap dé dam bao phwrong phap
dé dat yéu cau vai cic img dung phén tich thuc té. Cac dic dlem phén tich dac trung
can dugc thim dinh bao gdm: d¢ chon loc/ d6 dic higu, dd tuyén tinh - duong chuan, do
ding, d¢ chinh xac, glm han dinh lugng, giéi han phat hién, khoang xac dinh. Déi véi
mau thir sinh hoc ngoai céc chi tiéu trén, con tham dinh céc chi tiéu khac nhu gigi han
dinh lugng dudi; anh hudng cua nén mAu (yéu cau dbi voi phuong phép LC - MS); do
nhiém chéo; ty 1é thu hbi; 46 dung, d6 chinh xac khi pha lodng mau; do 6n dinh cuia
dung dich chuén, 49 6n dinh ciia mau sinh hoc & nhitng diéu kién bao quan khic nhau.

Tam quan trong cta thim dinh phuorng phap phan tich thudc trong nguyen ligu,
thanh pham va dich sinh hoc déa dugc c4c nha san xuat dugc pham nhén thirc rd rang va
di dugc vin ban héa trong nhiéu huéng din nhw ICH (International Conference on
Harmonisation), EMA, US - FDA, ASEAN, ... O Viét Nam, nim 2018, trong Thong tu
32/2018/T T-BYT: Qui d;nh vu;c dang ky luu hanh thudc, nguyén ligu lam thude, B§ Y
té di co huomg din chung vé thim dinh phwong phép phan tich. N§i dung chuomg nay
trinh bay thim dinh phuong phép phan tich bing k¥ thudt sic ky ap dung ddi voi chat
tong hop, khong ap dung v6i ché phdm sinh hoc. Gidi han chdp nhan cua céc chi tleu
thAm dinh dugc dé xuit tudn tha theo cdc huéng dan trén, Ngoai ra, cdc phu lue | -
minh hoa qui trinh tham dinh chi tiéu djnh tinh, dinh luqng, xdc dinh tap chat lién quan
cia thube thinh phim b{mg, HPLC, phy lyc 3 trinh by vi dy xdc djnh mé hinh duong
chuin cia qui trinh thAm dijnh phuong phép phin tich thudc trong djch sinh hoc bang
HPLC - UV.
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5.1.2. Cdc loai qui trinh phén tich cin thim dinh

Thim dinh qui trinh phén tich lién quan dén 3 loai qui trinh chung sau day:
- Pinh tinh;
A A . '
- Tap chat: Bao gom dinh lugng him lugng tap chat va thir giéi han tap chit;
- Pinh luong.
Tuy thugc vao myc dich cia qui trinh phén tich ma yéu cAu c4c chi tiéu can duge
danh gia khac nhau.

5.1.3. Céc chi tiéu thim dinh

- B chon loc - d§ ddc higu: The hign kha néing phuong phép phan tich c6 thé xéc
dinh (dmh tinh - dinh lugng) chit cin phén tich, khong bj nham lan bdi c4c thanh phan
khac c6 trong mau.

+ Do chon loc (selecuwty) cua mot phuorng phép phén tich 1a kha nang phéan biét
cac chét trong mau thir 13 hén hgp nhiéu thanh phan.

+ D§ dac hiéu (specificity) cia mot phuong phép phan tich 1a kha ning xac dinh
mot cach chic chiin sy c6 mit chat phan tich khi c6 cac thanh phén khac. Tinh d4c hi¢u
thuong dugc xac dinh trong phép phan tich ma chi ¢ mot thong s6 dap tmg nhu hoat
tinh phong xa trong phép phan tich phong xa mién dich.

Khi xac dinh chit phan tich c6 miit clia chét c6 lién quan nhu chit phan hity, chat
chuyén hoa, tap chat, ta dugc thi thuat ngir d6 chon lgc va d6 déac hiéu duoc dung giéng
nhau. Tuy nhién, cac td chirc qudc té co6 uy tin nhu [UPAC, AOAC wu tién dung thust
ngir “dd chon loc”, con “d6 dédc hiéu” dung cho nhimng phuong phap hoan toan ¢6 tinh
chon loc. Yéu ciu cia thim dinh do chon loc' d6i phép thir dinh tinh 14 danh gia sy co
mit cia chét phan tich, phép thir dinh lugng la dam bao két qué chinh xac vé ham hugng
hay hoat lirc, con dinh lugng tap 1a phuong phap phan tich cho phép xac dinh chinh xac
ham luong tap chét.

- Pudng chuan - khoang tuyen tinh: Bleu dién mbi quan h¢ giira dap (g cua pic
(di¢n tich hay ty 1€ dién tich) va ndng do thudc. Khoang tuyén tinh 1a khoang nong dd

c6 mbi twong quan tuyén tinh voi cic dép img phén tich.

- P) ding (accuracy): Gié tri phan 4nh d¢ sat gan ctia két qua phan tich véi gia tri
thyc ciia mAu d3 biét.

- B9 chinh x4c (preczszon) La mirc do chum glua cac két qua rleng biét khi 13p lai

qui trinh phan tich nhiéu 1an trén cling mot mau thir dong nhit, dugc biéu thj bang gia tri
d6 léch chudn tuong d6i RSD (%) hodc hé s0 bién sai CV (%). P§ chinh xéc ¢6 3 mirc:

+ Do lap lai. (Repeatability): 1a d§ chum ciia két qua khi 13p lai qm trinh phan tich
nhiéu l4n bdi mot ngudi phan tich, mot theri diém, cing thiét bj, héa chat.

+ Do chinh xac trung glan (Intermedlate Precnsnon) la do chum ctia két qua khi lap
lai qui trinh phan tich nhiéu 1an khi thay ddi céc yeu t6 nglu nhién anh hudng dén d6



chinh xac cua qui trinh phan tich. D6 1a ngdy phén tich, kiém nghi¢m vién, thiét bj,...
Thuc té khong cén phai nghién ciru nhitng anh huong ndy mot cach riéng r&, ma c6 thé
str dung thiét ké thyuc nghiém téi wu dé danh gia.

+ D¢ tai ldp (Reproducibility): D tai Iip dugc xac dinh bang céach so sanh két qua
gitta cdc phong thi nghi¢m. Do tai lip dugc tién hanh danh gia trong trudng hop tiéy
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chuan hod qui trinh phén tich vi du nhu déi véi cdc qui trinh trong dugc dién.

- Gioi han phat hi¢n, gidi han dinh lwong

+ Gidi han phat hién (Limit of detection: LOD) la néng do thép nhat cua chit
phan tich ¢ thé x4c dinh dugc nhung khong cAn thiét phéi dinh lugng dugc trong dieu
kién thi nghiém cu thé.

+ Gi6i han dinh lugng (Limit of quantitation: LOQ) 14 ndng do thip nhit trong
mAu thir c6 thé dinh lugng dugc véi tinh dung va tinh chinh xac chap nhén dugc.

- Khodng xdc dinh 1a khoang nong do c6 tinh tuyén tinh, d6 ding va d chinh xac
chap nhan dugc khi ap dung dé dinh luong. |

- Do thé (Robustness): kha ning duy tri cia qui trinh phén tich khéng bi anh
hwong bdi nhitng bién dbi nho nhung cé tinh chii dinh trong cac thong sb cua phuong
phap va chi ra mirc tin ciy ciia qui trinh trong diu kién str dung binh thudng.

- Ty I¢ thu héi (cia qui trinh xir 1y mAu) 13 ty 1& hoat chét thu dugc sau khi miu
dugc chiét tach theo qui trinh di chon so véi miu ¢ cing ndng do khong duoc xir 1y
qua chiét tach, dugc pha trong nén miu di dugc chiét.

- Dj én dinh clia mau phan tich trong dich sinh hoc cin dugc danh gia trong qua
trinh xtr Iy v bdo quan miu. MAu phén tich phii ¢dm bao dn dinh trong thoi gian du
kién du cho phan tich hét miu thur.

- Gidi han dinh luong dudi (Lower Limit of Quantitation; LLOQ) 1a ndng d thip
nhét ciia dudng chuén c6 thé xac dinh dugc vi dd diing va dé chinh xdc cho phép.

- Anh hwéng ciia nén mau (Matrix Effect: ME) 1a anh huéng cua tét ca cac thinh
phén khac ngoai chat phan tich cé trong mau.

5.2. THAM DPINH QUI TRINH PHAN TiCH THUOC DANG NGUYREN LIEU VA
THANH PHAM

Cic chi tiéu can phai thAm dinh déi véi qui trinh phan tich thudc dang nguyén ligu
va thanh phim tiy thudc vao chi tiéu chit lvgng dénh gid (Bang 5.1).



Bang 5.1. Céc chi tiéu thim dinh phuong phép phén tich thuéc dang nguyén li¢u

va thanh phim

e Xdc dinh tap chét Dinh lugng:
Cic chi tiéu ll)Iil:lII\l Dinh Thir gi6i - Dj hoa tan
lugng han - Ham lugng/hoat luc
mg - + . +

Po ?];Enhl x.éc - - ) "

] gg c?gnﬁlxéc trung gian i +(1) - +(1)
ﬂchon loc dic hi¢u (2) + + 4 A
—aé-iu_m phat hi¢n(LOD) - -3 + .

" Gii han dinh luong (LOQ) A 7 A ]
_Exh tuyén tinh - o - +
Khoédng xac dinh H ¥ _
Ghi chu:

Déu - Khong can phai d¢4nh gia
DAu +: Can phai danh gia
(1): Trong trudng hop da tién hanh kiém tra do ta1 lap th1 do chinh x4c trung gian

khong can phai xem xét

(2): M6t qui trinh phan tich kém déc hiéu co thé dugc bd trg bang mdt hay nhiéu

qui trinh phén tich ho trg khac

(3): Co. thé can trong mot so truorng hop

5.2.1. o chon lgc

X4c dinh @9 chon loc ‘yéu cau dwoc thuc hién khi thim dinh cic phép thi dinh
tinh, x4c dinh tap chat va dinh lugng. Qui trinh'dung dé xac dinh d¢ chon loc phu thude
vao myc tiéu da dinh cia qui trinh phan tich,

5.2.1.1. Déi véi phép dinh tinh, dinh legng

Chuén bi cic miu:

- MAu tring: Dung mdi pha dong, dung méi hoa tan mau, pha lodng miu (néu co),...

- Dung dich mau placebo (dbi v6i thube thanh phim); Chuén bj theo qui trinh.

- Dung dich chuén; Chuén bj theo qui trinh,
- Dung dich thir: Chuén bj theo qui trinh,

P4nh gi4 két qua:

- Théi gian luu cua pic chinh trén siic ky d6 dung dich thir trang véi thoi gian hru

pic chinh dung dich chuén.

1R%



- Sdc ky dd cia mau tring, dpl\g fﬁgh mau plflccbo‘ khl(])n;g xi?‘t hle’ndp}c 9 tron'g
khoang thoi gian lwu tuong tng voi thoi gian luu cua chat ¢ uan. Neu co dap ung pic
i dap tng pic ciia mau chuan.

thudng yéu cau phai khong 16n hon 1,0% so vo1
- Pic ctia hoat chét cin phén tich trong sdc ky d6 dung dich thir phéi tinh khiét.

Hé s6 chong phd UV ciia pic hoat chit cAn phan tich thu dugc trong sic ky do va

’ ’ 4 A
phd UV cuia pic tuong g trong siic ky d6 dung dich chuan xap xi 1,0.

5.2.1.2. Thir tap chat
Nhiing tap chét siin cé

~ P A B

Thém vao mau thir mdt hrgng thich hgp cac tap chat va
chat riéng biét nay duoc tach riéng ré ra khoi nhau va/hodc ra
co trong mau. .

Nhiing tap chat khong c6 sin

So sénh két qua phén tich ciia mau thir ¢ chira tap chat hodc cac san pham phan
huy bang qui trinh phén tich di xiy dung véi qui trinh chinh thong khac.

C6 thé so sanh véi két qua cia miu duge xi 1y & cac diéu kién khac nghiét nhur:
anh sang, nhiét d9, d6 am, acid, kiém, chat oxi ho4, chat khr.

chirg minh ring timg tap
khéi cac thanh phan khac

Vi du: Thir tap chét c6 sin
Chuén bj mau chuin va tap.

S4c ky 14n lwgt mu tring - > mAu chuin - > mAu tap - > mau chuan thém tap.

Panh gia két qua:

Xéc dinh d6 phan giai Rs giita 2 pic lién ké, thong thudng yéu ciu Rs it nhit
khong duge nho hon 1,5. :

Vi du cu thé vé& danh gia anh huéng ciia cdc tic nhin ddy nhanh qua trinh phin
huy khi bao quan dugc trinh bay trong Phu luc 2.

Trong mot sb truong hop danh gia ty 1¢ dinh - hdm (p/v). Gia tri nay phai nim
trong giGi han qui dinh doi v&i moi trudng hop cu the.

5.2.2. Khoing tuyén tinh

Thuc hién tryc tiép trén mAu chuin bfi~ng cach pha lodng dung dich chudn gbc
hodc cén riéng biét chuan dé pha \rng voi moi diém nong dJ. Chuin bj it nhit 5 dung
dich chuan, ¢6 nong do tuy thudc qui trinh tham dinh.

Trong cac nghién ciru thém‘dinh phucmg phap dinh lugng, khoang néng do
thuong lya chon tir 50 - 150% cua nong dg thir doi véi mbi qui trinh.

Poi véi phuong phap dinh luong tap chat tién hanh cing véi dinh lugng ham
lugng dugc chat ;(dun’g cl}&lan'IOO% cua dinh luong dugc chat) hoic danh gia bang
phuong phap chuan héa dién tich thi khoang ndng dd phaj tir LOQ hoic gidi han bao



cao/bo qua ‘(Reporting/disregard limit) dén 120% cua chuin dinh lugng dugc chit.
Trong do, nong d¢ tai LOQ phai nhé hon gidi han béo cdo/bd qua.
Danh gia két qua
- Qui trinh dinh lugng: H¢ s tuong quan tuyén tinh (r) phai = 0,998 va % hé s6
chén tai nong d§ 100% phai khong 16n hon 2,0%.

- Qui trinh thir d§ hoa tan: Neu thiét ké tham dinh nhu 1 qu1 trinh dinh lugng thi
gidi han nhu phép dinh lugng. Con néu thiét ké cé tinh dén yéu td dic tmh cua phép thir
(thur trén thiét bi thu' dd hoa tan hogc dung djch chuin dugc pha trong nén mau ..) thi hé

sO tuong quan tuyén tinh (r) phai khong nhé hon 0,995; % hé sb chén tai nong d6 100%
phai khong 16n hon 3,0%.

- Qui trinh dmh lrong tap chat: Hé s6 tuong quan tuyén tinh (r) phai khéng nho
hon 0,99; % hé s chin tai nong d¢ gisi han phai khong 1én hon 10,0%.

Trudng hop nim ngoai khodng quidinh, phai c6 sy giai thich phu hop.

5.2.3. D) dung ,
D6 diing can dugcithiét 1ap trong khoang xdc dinh'ctia qui trinh phan tich.
5.2.3.1 Dinh lugng -« 5 i
Nguyén liéu
Thuc hién d6i véi chit phén tich da blet 16 d0 tinh khiét (vi du’chét dbi chiéu).
Thanh phim thudc' X 00 LB |

Co thé x4c dinh bang mot trong cac phwong phap sau:

- Phuong phap mau tu tao: Thém mot lrong da biét chit déi chiéu vao hén hop
nén miu tu tao chira cac thanh phén cta thanh phim thudc nhung khéng c6 dugc chat.

- Phuong phap thém' chuan Trong truong hop khongico day du cac thanh phin dé
1am mAu tyr tao thi c6 thé chépnhan cho thém mot hrong da biét ciia chét cin phan tich
vao ché phim.

Chuin bj miu

D6i v6i mdi qui trinh phan tich, khi thdm dinh d¢ duing thuong chuin bi ¢ 3 mic
nong do:

- Dinh lugng: 80%, 100%, 120% clia nong dé th,

- Do dong déu ham lugng: 70%, 100% va 130% nong dQ thir trr trwdng hop do
ban chit ciia dang bao ché thi can khoang nong d6 rong hon.

- Thir 46 hoa tan: nhd hon 20% mirc gidi han d§ hoa tan trong tiéu chudn chat
lugng, 100% va 120% so véi nhin,

Dinh lugng

Xac d;nh ham luqng hoat chét c6 trong cdc miu thim dinh bz"mg, cach sir dung
dung dich chuan duge chuan b theo chi diin trong qui trinh phan tich hojic phuong trinh
hoi quy tuyén tinh duge tién hanh song song.



Pinh gia két qua
Xéc dinh d6 dung (Ty I¢ thu hoi) theo cong thirc:
D6 diing (%) = Lugng hoat chat tim lai 16652
Lugng hoat chit thém vao
- Dinh luong: Ty I¢ thu hdi 98 - 102% & méi mic nong do, RSD khong 16n hon
2,0% & moi mirc nong do.
- Thir 46 hoa tan: Néu thiét ké thim dinh nhu 1 qui trinh dinh luong thi gidi han

nhu phép dinh lugng. Con néu thxet ké co tinh dén yéu t6 dic tinh cia phép thir thi ty I¢
thu hdi cho phép 95 - 105% & mbi mirc ndng d6, RSD khong 16n hon 5,0% & mdi mirc

ndng d9.
Trudng hop nam ngoai khoang nay, phai cé su giai thich phu hop.

5.2.3.2. Tap chit (dinh lwgng)

Do ding phai dugc tién hanh trén cic mau thir (nguyén liéu hoic thanh phim
thuéc) da dugc thém mdt lugng tap chuin di blet Trong truorng hgp khdng co tap
va/hodc san phim phan huy chuan thi c6 thé chap nhén so sdnh két qua thu dugc véi

mét qui trinh doc l4p. Hé sb dap img cuia hoat chét ciing c6 thé dugc str dung.

Chuén bj miu

Tuy timg quy trinh, chuin b; mau cé khoang nong do khac nhau, nhung phai dam
bao khoang xac dinh phu duqc ndng d6 tap & mirc phai béo cao dén 120% ndng do tap &
murc giGi han theo tiéu chuan.

Dinh lrgng

Xéc dinh bam lugng tap chét c6 trong cic miu thim dinh bang c4ch sir dung dung
dich chuan duge chuan bi theo chi dan trong qui trinh phan tich hoic phuong trinh hdi

quy tuyén tinh dugc tién hanh song song.
Pinh gis két qua

- Néu thiét ké tham dinh qui trinh x4c dinh tap chit xung quanh murc glOl han (+
20%) thi ty 1¢ thu héi 90 - 110% va RSD khéng 16n hon 10,0% & mi mirc ndng dJ.

- Neu xéac dinh tap chat tién hanh cung vGi dinh lugng ham luo’ng dugc chit thi
qui dinh vé ty I¢ thu hoi va RSD tiy thudc ndng d¢ chit phan tich cé thé tham khio gidi
han chap nhén theo AOAC (Bang 5.2). Thong thuémg cho phép ty 1¢ thu hoi 90 - 110%
va RSD < 10,0% ¢ mbi mirc nong do. Riéng mirc LOQ ty 1& thu hdi cho phép tir
85 - 115% va RSD khdng 16n hon 15,0%.

Trudng hop ndm ngoai khoang qui dinh, phai cé swr giai thich phu hop.



Bing 5.2. Do thu hdi chap nhén, d6 1¢ch chudn tuon[, 3 d6i 13p lai (RSDy),

d6 1éch chuén tuong déi t4i lip (RSDR) ¢ céc ndng dd khéc nhau

T
. H:\n(l o/lol;(yng Ly‘ ﬁlf Do vi D) (t(l;:n) hoi lzosA)[;, R(?/Sn
R 100 | 100% 98 - 101 1 2
[ 2 >10 10-! 10% 95 - 102 1,5
3 >1 10-2 1% 92 - 105 2 4
4 >0,1 10-3 0,1% 90 - 108 3 6
5 0,01 10°4 100 ppm 85-110 4 8
T 0,001 103 10ppm | 80-115 6 12
B 0,0001 10-6 I ppm 75 - 120 8 16
BE 0000001 | 10 | 10ppb |, 70-125 15 3

5.2.4. D9 chinh xac

Do chinh xac dugc thuc hién trén mAu thir hoac mau tu tao. Uu tién sir dung dbi
tuong thdm dinh 1a thudc thanh pham. -

5.2.4.1. D¢ Ip lai. (Repeatability)
Chun bi miu i
Co thé thuc hién theo 1 trong 2. cach sau:

- Thyc hién 13p lai qui trinh phén tich toi thidu 9 lan & 3 muc ndng do tuong tu
nhur xac dinh d§ dung bang phuong phép mau tir tao.

- Thyc hién lip lai qui trinh phén tich t8ithidu 6 1an &'mitc nong 6 100%.
Pinh lwgng h . |

Xac dinh him luong hoat chét c6 trong cdc mau thdm dinh bang cach sit dung
dung dich chuan dugc chuan bi theo chi din trong qui trinh phén tich hodc phwong trinh
hoi quy tuyén tinh dugc tién hanh song song,

Pinh gia két qua
- Dinh lugng: RSD khéng 16n hon 2,0% & mdi mirc nong do.

- Thir 46 hoa tan: Neu thiét ke tham dinh nhu 1 qul trinh dmh lrgng thi gidi han
nhu phép dinh lugng. Con néu thlet ké c6 tinh dén yéu t6 dic tinh cia phép thir thi RSD
khong 16n hon 5,0% & mdi mirc nbng dQ

- Pinh lugng tap chit:

+ Néu thiét ke thAm dinh xung quanh mirc gi6i han (+ 20%) thi RSD phai khong
16n hon 10,0% & mdi mirc nong do. .



+ Néu tap duge xic dinh cing véi qui trinh dinh lrgng thi qui dinh vé RSD tiy
thudc nong d9 chat phén tich theo qui dinh ciia AOAC (Bang 5.2). Thong thudng cho phep
RSD khéng 16n hon 10,0% & mdi mirc ndng do, riéng mirc LOQ khong 1on hon 15%.

Trudng hop nim ngoai khoang qui dinh, phai c6 sy giai thich pht hop.

5.2.4.2. D§ chinh xdc trung gian

Thyc hién twong ty nhu d6i v&i d lip lai nhung thay ddi diéu kién phan tich nhy
ngudi phén tich khéc, ngay phén tich, thiét bj,...

GOp két qua thim dinh cua 2 16 s6 liéu.

Dénh gia két qua:

- Qui trinh dinh lugng: RSD khéng 16n hon 3,0% & mi mirc nong d9.

- Qui trinh thir 3 hoa tan: Néu két qué trung binh cia 2 16 s6 liu 16n hon hozc
bang 85% thi cho phép RSD khong 16n hon 5%, con trung binh ctia 2 16 6 liéu nhé hon
85% thi yéu cau RSD khéng 16n hon 10%.

- Qui trinh dinh lugng tap chat: Tuong tu nhu d¢ 13p lai.

Trudng hop nam ngoai khoang qui dinh, phai c6 sy gidi thich phu hop.

Khi thyc hi¢n thdm dinh d6 chinh x4c chi tiéu d hoa tan hodc d¢ dong déu him
hrgng ciia thudc thanh phim cén loai yéu t6 anh hudng t6i d6 chum tir mau thir bang
cach Iya chon céc don vi mAu c6 khéi lwgng léch nhau khéng qua 2% (don vi bé nhat va
don vi 16m nhat) trong qui trinh thim dinh diing mau ché pham.

5.2.5. Khoang xic dinh

Khoéng xac dinh la khoang nong d¢ dap g yeu cdu vé tinh tuyén tinh, 46 ding
va d§ chinh xdc va dugc ap dung dé dinh lwgng mau thir chira chat phan tich vdi ham
lugng nim trong khoang nong do do.

5.2.6. Gidi han phat hién va giéi han dinh luwgng
C9 thé x4c dinh LOD va LOQ bing mt trong cic phirong phép sau:

5.2.6.1. Dyea vao ti I¢ ddp irng so véi nhiéu

Chuén bi dung dich mau thr tu mau thir di biét ndng d¢ hoic bang cach thém
chuan vao nen mau placebo & mirc nong dd thap. Xac d;nh ti l¢ déap ung (S) trén nhneu
(N) cua dap tmg do dugc trén mu thir véi dép ung clia mau tring, tir d6 tinh dugc nong
do t6i thiéu ciia chit phén tich c6 thé phat hi¢n dugc hogic dinh lwgng dugc.

Nong d tai d6 c6 S/N =2 -3 12 LOD cia qui trinh,
Nong d6 tai d6 c6 S/N ~ 10 1a LOQ ciia qui trinh,



Signal (S)

WM t Noise (N)

Hinh 5.1. Séc ky d6 minh hoa x4c dinh LOQ

5.2.6.2. Dua vao dj lgch chudn ciia ddp iing va dj déc
Gi6i han phat hién c6 thé dugc tinh nhu sau: LOD = 3,3 o/S
Gi6i han dinh lugng c6 thé dugc tinh nhu sau: LOD = 10 o/S
Trong d6: o la d6 1éch chuin cua dap g |
S 14 d6 doc ciia duong chudn

bo déc S c6 thé dugc tinh dyua vao dudng chuin cua chat phan tich. Co thé xac
dinh o theo nhiéu cach khac nhau, nhu:

- Duea vao dg léch chuan ciia mau trang Tlen hénh lap lai mot s6 lurgng thich hop
phép phén tich trén miu tring (thudng 14 10 14n, toi thiéu 6 14n), do d4p {mg nén va tinh
dd 1éch chuén cua cac dap tmg nay.

- Dyea vao duwong chuan Dya vao dudng chuin dic trung cla mau thir ¢6 chira
chat phan tich c6 ndng d6 nim trong khoang gi6i han phat hién. S6 du d 1éch chuin
cua ducmg hoi quy hodc d0 léch chuén cia gla tri giao diém véi truc tung cia dudng hoi
quy c0 thé dugc sir dung nhur 1a 6 léch chuan.
5.2.6.3. Dua vao d¢ lgch chudn ciia ddp ieng va gid tri trung binh

Dua vao d§ léch chun khi phén thh trén nén miu ty tao Chuan bj dung dich mau

thir biang cach thém chuin vao nén méu placebo & mirc nong d¢ thap. Lam lip lai tbi
thiéu 10 Ian.

Tinh to4n két qua

Tinh gi4 trj trung binh X va dd léch chudn SD ciia dép (mg phén tich (di¢n tich pic).
LOD =3 x SD

LOQ=10x SD

Yéu cau: 4 <R < 10 v6i R = ¥ /LOD.



3.2.7. P tho (Robustness)

Panh gia do tho cin dugc xem xét trong glal doan phat trién phuong phéap va tuy
thugc vao loai qui trinh phén tich dang nghién ctru. P§ tho chi ra dugc muc d tin cay
cua phucmg phap khi c6 nhirng thay ddi nho c6 chu dinh cua cac thong sb cia phuorn
phap. Néu nhung phép do nhay cim v&i nhitng thay déi diéu kién han tich, thi diéy
kién phan tich can duqc kiém soét thich hop hoac chi din nhirng diém cin hru y trong
qué trinh phén tich. Két qua danh gia d¢ tho 1a két qua danh gié day cac thong so phan
anh tinh thich hop ctia hé thong (vi du phep thir d§ phan glal) phai dugc thiét 1ap dé
dam bdo duy tri dugc tinh hiéu lyc cia qui trinh phén tich bt ky khi ndo sir dung.

Nhimng bién ddi thuong gip trong phan tich la tinh & on dinh cua cac dung dich phin
tich, thoi gian chiét, anh hudng cua diéu kién sic ky. Péi v6i HPLC 1a su thay doi pH
pha dong, thanh phan trong pha dong, cét tach khac nhau (do nha cung cap va /hoic 16
khac nhau), nhiét do, tdc 49 dong pha dong. Sic ky khi 1a sur thay d6i cot tach khac nhau
(do nha cung cap va /hoic 16 khac nhau), chuong trinh nhiét do, tdc d6 dong khi.

5.2.8. Phép thir tinh thich hop ciia hé thong

Kiém tra tinh tuong thich hé théng 12 mot phéan khong thé tach roi trong qu1 trinh
phén tich. Panh gia tinh thich hop ctia hé thong 1a nhitng pheép thir nham danh gia tinh
thich hop cua toan hé thong phén tich dugc cau thanh bdi cac yéu té nhu may méc thiét
bi, hé thong di€n, cach tién hanh phan tich va mau thir.

Céc thong s6 cua phép thir tinh tiwong thich clia hé théng duoc thiét lﬁp cho timg
qui trinh riéng biét phu thudc vao loai qui trinh dugc thdm dmh thanh phan miu thir
don hoac da thanh phan,... Péi véi qu1 trinh dinh lwgng thong sé. bat budc danh gia l1a
gia tri RSD cua déap ung phan tich dé tinh két qua (dién tich pic) phai khong 1én hon
2,0% néu khong c6 yéu cdu riéng. Ngoai ra, cac thong sb khéc c6 thé yéu cu nhu sé dia
Iy thuyét, d6 phan giai, do can xirng pic, ... Con ddi véi qui trinh xac dinh tap chit,
thong s6 do nhay hay dugc yéu cau d4nh gi4 ngoai cac thong sd khéc.

5.2.9. T4i thim dinh phwong phap

Phuong phép phai tai tham dinh khi c¢6 su thay déi trong khéu téng hop nguyén
liéu dugc chat, thay ddi thinh phan cta thanh phdm hoic thay d6i qui trinh phan tich.

Murc 0 thAm dinh lai tuy thudc vao ban chit ctia su thay dbi.
5.3. THAM PINH PHUONG PHAP PHAN TiCH THUOC TRONG DICH SINH HQC

5.3.1. Céc mirc d9 thim djnh phwong phép phén tich sinh hoc

Pbi voi thim dinh phuong phéap phan tich sinh hoc dugc chia ra ba mirc d6 nhu sau:
5.3.1.1. Tham dinh ddy di (full validation)

Thém dinh déy du rat quan trong khi:

- Xay dung va trién khai phuong phap phan tich sinh hoc 14n dau,



- pbi vai thude méi.
¢ Dm véi phuong phap dinh lugng da phé chuan, néu c6 mjt san phAm chuyén
hoa cua cht can phan tich.

53.12. T ham dinh mét plu’in (partial validation)

Thim dinh mdt phan dugc sir dung khi c6 nhitng thay doi trong phuong phap
phén tich sinh hoc di dugc thim dinh. Khi tién hanh, c6 thé chi cin x4c dmh lai o
dung do chmh xac hoac phal lam lai hau hét cac tiéu chi trong tham dinh day da. Phai
tién hanh thim dinh mdt phan phuong phép phén tich trong c4c truong hop sau:

- Khi chuyén giao phwong phép cho phong thi nghiém khéac hodc ngudi khac.

- Thay dbi trong phwong phép luan phan tich (vi dy: thay d6i b$ phan phat hién).
- Thay d6i chét chdng dong khi lay dich sinh hoc,

- Thay ddi loai mAu sinh hoc,(vi du thay huyét twong bing nuéc tiéu).

- Thay dbi trong qué trinh xir Iy mau. '

- Thay d6i chu thé thir nghlem (v1 du: huyet tuong chudt cong thanh huyét twrong
chudt nhit). : | :

- Thay d6i khoang ndng 4o cho tthh hop hon.
- Thay dbi thiét bi hoic phén mém xir 1y két qua
- Thé tich mAu gi61 han (vi du: nghién' ctru v& nhi khoa hoic loai nén it gip).

- Chirng minh do chon loc cua phuorng phap do6i vél chat phan tich khi c6 mat cac
chit can try.

- Chirng minh'd$ chon loc ciia phwong phap bi v6i chét phan tich khi c6 mat cic
chit chuyén hoa xac dinh.

5.3.1.3. Tham dinh chéo (cross validation)

Tham dinh chéo 14 so sanh cac thong s6 thim dinh khi hai hay nhiéu phuong phap
phdn tich dugc sir dung dé cung cap dir liéu cho cung m{t nghién ciru hodc cho cac
nghién ciru khéc. Phuong phap diing lam ddi chiéu hay ding la phuong phap phan tich
sinh hoc gbc di dugc thim dinh.

Thim dinh chéo thuong dugc tién hanh dé xdc lap do tin cdy gitta cdc phong thi
nghiém véi nhau khi tién hanh phan tich miu trong cing mét nghién clru dugc thyc
hién & nhiéu phong thi ‘nghiém khac nhau. ThAm djnh chéo ciing duge xem xét khi cac
dir ligu thu dugc tir nhiéu k¥ thuat phan tich khéc nhau,

5.3.2. Céc loai mAu thir trong thim djnh phwong phdp phin tich djch sinh hec

- MAu tring (mu blank): la dich sinh hoc tring khong chira chat phan tich
vd/ hodc chit chuén ni.
- Miu zero: 1a miu chuin bj biing céch pha chuan ndi (IS) trong dich sinh hoc trang.



- Mau dudng chuén (Mau CC): Ia mau chuén b1 béng céch pha chat chudn cia
chét can phan tich & céc ndng d¢ xac dinh khodng tuyén tinh va chuan ngi trong dich
sinh hoc tring.

- Nén mau: mAu dich sinh hoc tréng dugc chiét tach loai tap theo qui trinh.

- Mau chuin kiém tra (Quahty Contro] QC): Ia nhitng méu tr tao biét trude nong d9,
chuén bj bing cach pha chit chudn cua chét cin phén tich trong mAu sinh hoc tréng.

- Mau gi6i han dinh lugng dudi: Mau chuan bi bang cach pha chat chuan cua chit
can phén tich trong mau sinh hoc tring & ndng do thép nhit du kién. Gia tri nong do
LLOQ du kién tiy thudc pham vi irng dung ctia phuong phap, néu qui trinh phan tich sir
dung dé danh gia tuong duong sinh hoc thi LLOQ lya chon nhd hon hoic bing
1/20 - 1/30 nong dd hap thu cuc dai cua thude.

- Mau ULOQ: Mau co ndng do cao nhat cua duong chuin van dam bao tinh tuyen
tinh va pic chat phan tich sdc nét, khong bi bién dang. Gia tri nong d6 ULOQ du klen
tuy thugc pham vi Ung dung cia phuong phap; thong thuong ULOQ s& 16n gip
100 - 500 lan LLOQ; -

- Mau klem tra néng do thap (LQC: Low Quality Control): Mau c6 ndng do thap
cua duong chuan duoc chuan bi bang cach pha chit chudn ctia cht can phan tich trong
méu sinh hoc tréng & néng d6 16m gép 2 - 3 lan LLOQ;

- MAu kiém tra ndng do trung binh (MQC: Medium Quality Control): Mau cé
nong do6 trung binh cua duong chuan dugc. chuén bi bang cich pha chit chuan cia chit
can phan tich trong mau sinh hoc trang & nong do trong khodng 40 - 60% ULOQ;

- Mau kiém tra nong do cao (HQC: High Quallty Control) Mau co nong dd cao
cua dudng chuan dugc chuin bi bing c4ch pha chat chuan ctia chat can phén tich trong

mau sinh hoc tring & néng d6 trong khoang 70 - 90% ULOQ;

- Mau kiém tra pha lodng (DC Diluted control) Mau cb nong d6 nam trong
khoang tuyén tinh cua | dudng chuan dugc chuan bi bang cach pha chat chuén cua chat
can phan tich trong mau sinh hoc trang & nong d6 cao gip 2 - 3 lan nong do HQC, sau
d6 pha loang tiép bang huyét twong trang véi d6 pha loéing theo du kién.

Cac mau tu tao ding trong thim dinh phuong phap phén tich c6 thé dugc chuan bi
bang cach thém mot thé tich nho dung dich chuan vao mau sinh hoc (yéu cau the tich
thém véo phai dudi 5% thé tich cia mau thir dé khong lam anh hudng dén ban chit mau
sinh hoc) hodc c6 kho dung dich chuén duéi luong khi nito va nhiét d¢ khoang 40°C,
sau d6 hoa tan cdn cht phan tich trong djch sinh hoc sir dung.

5.3.3. Thye hién thAm dijnh phwong phép thudc trong dich sinh hoc

5.3.3.1. B chon lpc - dg dac hi¢u
Chuén bi cac miu nhu sau;
- 116 mAu tréng tir huyét twong tring cua it nhit 6 nguén khac nhau;
- 1 dudng chuan (mau CC);



- 1 16 miu zero gé)m it nhét 6 1in lam lap lai;

- 2 16 mau moi mirc LLOQ, LQC, MQC, HQC; mdi mirc it nhat 6 lin lam lap lai;
Didnh gid két qua: ,

- Ta1 thoi dlem trung v4i thoi gian luu cia chét phan tich, dap rng pic cua timg

mau trang vd mau zero phai khdng duge 16n hon 20% dép (ng pic cia mau LLOQ
tuong ung;

- Tai thoi diém tring véi thoi gian luu cua IS, dép (g pic clia timg miu tring
phai khong 16n hon 5% dap Umg trung binh cia méu CC, QC va LLOQ.

Trong thuc nghiém, phép tham dinh chi tiéu ¢ chon loc thuong dugc tién hanh
song song cung chi tiéu do dung dé giam thiu sb miu thyc nghiém.

5.3.3.2. Bj nhiém chéo

- Chuan bi 6 mau dich sinh hoc trang, 6 miu chua IS va chét phan tich co nong do
thap nhit trén duong chuin (LLOQ) va it nhat 1 mAu chita IS va chit phan tich c6 ndng
d6 cao nhét trén duong chuédn (ULOQ).

- Tién hanh xit Iy cdc mAu trén theo qui trinh.

- Tiém mau LLOQ truéc, sau d6 tiém xen k& timg mAu trang sau khi tiém miu ULOQ.

- Xéc dinh dap img pic ciia mAu trang va mau LLOQ.

Tiéu chudn chép nhin:

- Tai thoi dlem trung thoi gian lwu cia chat phan tlch dap Ung pic trung binh cla
mau LLOQ phai gip it nhét 5 lan dép img pic cla timg mau tring;

- Tai thoi diém trung thoi gian lru cla IS dap img pic trung binh ctia miu LLOQ
phai gép it nht 20 1an dép Umg pic cua timg mAu tring.

5.3.3.3. Pwong chudn va khodng tuyén tinh

- Tién hanh trén it nhit 5 dudng chuin, dudng chuén bao gom it nhat 6 ndng dd
ciia chit chuin pha trong cung mot loai mAu dich sinh hoc. Chuan bi cdc méu ty tao
theo quy trinh.

- Xéc dinh hé sb trong s6 (weighting):

+ X4c dinh mirc d6 bién thién (variance) dap img & 2 ndng d6 LLOQ va ULOQ;

+ Tinh Fihyc nghiém theo cong thirc: |

Finye nghi¢ém = Phuong sai cia ULOQ/Phuong sai cia LLOQ.

+ Xac dinh gia tri Foing bing cach tra bang F - distribution table v6i a = 0,01;
dfl =n-1;d2=n-1;nla so dudng chudn thyc nghié¢m.

+ Néu Finye nghi¢m < F - bang — Khong sur dung hé s trong sb. Neu Fihye nghiém >
F - bang chimg to tap hop két qua khong ddng nhit — CAn sir dung hé s trong sb.
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+ Khio st cic h@ s§ trong sé: 1, 1/x, 1/x%, 1/x!%. Xac dinh phuong trinh hoi qui

tuyén tinh theo cong thirc:

Slope — Zw xZw XY — Z\v X, XZW Yi
P Z\v xZw 41 —(Z\V,\.)

Intercept= ZW\ xZwly ZW\ XZW"-Yl
i Zwi Z“’-'\ (Zw

Zw xZw Y- Zw‘( xZw i
T v (e xyf wx Zwist =]

Trong d6: w la hé s6 trong s ctia mé hinh sir dung.

+ Doi véi m6i mé hinh trong s0, tinh % tim lai & mbi diém chuan tinh sai s6 du
bing % tim lai tnr di 100%, tinh tong sai s6 du (Sum % RE) bang tong gia tri tuyét doi
cua cac gia tri sai s6 du. Thuc hién budc nay cho timg dudng chuén di xay dung.

+ Lya chon m6 hinh nao co6 tong sai s6 du (Sum % RE) cua cac duong chuén thyc
nghiém nhé nhit va trén do thi phan dur ciia md hinh dé, dir li€u thyc nghi€ém phan b

déu nhit xung quanh truc ndng do.

- Tinh lai ndng d6 mdi diém chuin theo phuong trinh hoi quy da xay dung duoc,
xac dinh do dung so vai gia tri thuc cia timg nong do.

Tiéu chuén chdp nhan:

- D diing so v6i gia tri thuc cia céc nong d6 phai tir 85% - 115%, trir tai diém
LLOQ duoc chap nhin 80% - 120%.

- Co it nhit 75% sb diém trong diy chuin, trong do LLOQ va ULOQ phal dat
duoc ti€u chuén trén.

Khi tién hanh phan tich miu thuc, thang ndng d6 chuin dé xdy dung dudng chuan
c6 thé duge chuan bi theo 2 cach: 1) Chuén bj ngay trong ngay phan tich, hodc 2) Chuan
bi cing ngay liy mau va bao quan cung v6i mau thir. Cach thi nhét ding mau chuin
méi sé kiém soat dugc do én dinh cua mau. Cach thir hai se dé hon va chinh xac hon do
loai trir dugc dnh hudng trong qua trinh bao quan 1én cic mau thur,

5.3.3.4. Gidi han dinh lwgng dwdi
- Chuén bj it nhAt 6 mAu thir c6 chira IS va chét phén tich & ndng 6 LLOQ dy kién.
- Chuin bi song song dudng chuin twong {mg.

- Xac dinh d¢ diung bang cach so sanh nong do tmh dugc tir dudng chuin voi
ndng do thuc da pha. Xéc dinh d¢ chinh xac bang cach tinh gia trj CV giira két qua 6 lan
phén tich.

- Tién hanh l3p lai chi tiéu nay trén it nhat 3 16 phan tich khac nhau.
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Tiéu chuan chap nhén:

- Tai thm diém tn)n vGi thoi glan lru cuia chit phén tich, d4 ap (ng trung binh mau
LLOQ phéi gép it nhat 5 lan dap (g cia miu zero.

- b6 dung trung binh timg 16 va d9 diing trung binh cua it nhét 3 16 phai dat tir
80% - 120% so v&i nong d¢ thyre.

- PO chinh xdc (CV) ctia timg 16 va cta it nhét 3 16 phai khong 16n hon 20%.

5.3.3.5. D§ dung, do chinh xdc
Py ding va dj chinh xdc trong ngiy:
Tién hanh trong cing 1 diéu kién:

- L6 miu QC bao gdm it nhit 3 khoang ndng do thap, trung binh va cao so véi
khoang dwdng chudn. Tuy nhién, v6i nhiing nghlen clru c¢6 khoang dudng chuin rong cé
thé bd sung thém mot va1 nong do QC & khoang nong dé phu hop.

- Chuén bj céc 16 miu & cac mirc ndng d6 LLOQ, LQC MQC va HQC mobi 16
méu gdm it nhit 6 mau doc lap.

- Chuén bi mét dudng chuén trong cing diéu kién.
- Phan tich cac miu theo phuong phap can d4nh gla 'Ghi lai sic ky dd va dap ung pic.
- Tinh lai n6ng d6 cac mau QC LLOQ theo ducmg chuan

- Xac dinh 46 ding cia phuorng phap bang cach so sanh nong do phan tich dugc
so véi ndng dd thuc da pha.

- Xac dmh do lap la1 trong ngay bang cach tinh gia tri CV giita céc noncr do phan
tich dugc ctia méi 16 mau QC va LLOQ dugc phan tich trong cing mjt ngay.

Yéu ciu:

- D dung trung binh cua timg 16 mau QC phai nim trong khoang 85% - 115%
nong dd thuc d3 pha, trir tai nong dd LLOQ cho phép do dung trong khoang 80 - 120%.

- Do lap lai giira cac nong dd phan tich dugc ciia ' mdi 16 miu QC cé gia tri CV
khong 16n hon 15%, trir tai ndng d6 LLOQ: CV khéng 1én hon 20%.

D§ dang va dj chinh xac giira khic ngay:

- Tién hanh d4nh gi4 d¢ ding, do chinh x4c ctia phwong phdp nhung Iip lai trén it
nhit 3 16 phan tich khéc nhau trong c4c ngay khéc nhau,

- Xac dinh d6 chinh xéc khéc ngéy bing cach tinh todn dd 1¢ch CV % giira céc gid
trj 6 dting thu dugc ciia mdi mire ndng 46 QC va LLOQ trong céc ngdy di dénh gia.

Yéu cau:

Gia tri CV giira gia trj d§ dang cia céc ngdy phdi khdng 16n hon 15%,

ngoai tr
tai néng d6 LLOQ gia tri CV khong 16n hon 20%, Bow iy



D¢ ding - d) chinh xdc m& rong:

- Phén tich 1 dudng chudn va miu LQC, MQC va HQC trong 16 phén tich.

- L6 phan tich bao gdbm 1 duong chudn “n” 1an lap lai cua mau QC & cdc mirc nong do
(LQC, MQC va HQC). “n” twong (mg v&i c& 16 du kién trong qua trinh phan tich.

Tiéu chudn chép nhin:
- Dy ding trung binh cua mdi mic ndng d6 QC phai nim trong khoang
85% - 115% nong do ly thuyet
- D6 chinh xac (CV) & mbi mirc ndng do khong qua 15%.
P§ diing, d9 chinh xdic khi tiém lai miu:
- Xir Iy mAu dudng chuén va 6 miu cia mdi mirc LQC, MQC va HQC.
- Tiém miu QC cung vdi dudng chuin di dugc xr ly.
- Tiérr‘l lai cdc miu QC & trén va tinh lai néng do cac mau QC dva vao duodng
chuan ban dau..
Tiéu chudn chip nhén:
- B§ ding trung binh cua méi mirc ndng d6 QC phai nim trong khoang
85% - 115% nong d¢ thuc pha dugc.
- P§ chinh xé4c (CV) & mdi mirc nong do khong qua 15%.
P diing, @9 chinh x4c khi pha loding miu (miu DC):
- X4c dinh hé s6 pha lozng dy dinh (x 14n).
- Chuan bi cac mau pha loang trong dich sinh hoc twong {mg c6 nong d6 cao gip
x lan nong d6 miu HQC. Méi 16 miu gom it nhit 6 mau.
- Tién hanh pha lodng cic mau DC véi dich sinh hoc tring dé thu dwgc cac miu
c6 nong do HQC.
- Chuén bj mdt dudmg chuén va cdc miu QC trong cing diéu kién.
- Phan tich cac mau trén theo qui trinh, ghi lai séc ky db va dép tmg pic.
- Xac dinh d6 duing, d6 chinh xac cia cic miu DC.
Tiéu chudn chdp nhin:
P dang trung binh phai nim trong khoang 85% - 115% ndng d6 thyc da pha.
- D% Iip lai giita céc nong d phén tich dugc cia mdi 16 miu DC c6 gia tri CV khong
16n hon 15%.

5.3.3.6. Ty I¢ thu hoi

- Chuéin bj céc 16 mAu QC & 3 mirc ndng d¢ LQC, MQC and HQC trong dich sinh
hoc, m6i mirc nong do gom it nhat 5 miu dgc lap Tién hanh chiét tach va phén tich sic
ky theo qui trinh. Ghi lai sac ky dd va dép img pic. Song song chuén bj cac 16 miu QC
trong dung dich nén mau. Phan tich dinh lugng truc tiép khong qua giai doan chiét tach.
Ghi lai séc ky d6 va dap tmg pic.



- Ty I¢ thu hoi C}'xa chuén noi va chét phﬁp tich duge xic dinh bang cach so sanh
dap (Mg cia IS va chat phan tich trong cdc mau QC pha trong dich sinh hoc (c6 qua
chiét tach) vai dap (rng cua chat phan tich va IS trong céic mau QC pha trong dung dich
nén mau (khong qua chiét tach).

Yéu ciu:

- Ty I¢ thu hdi tai cdc ndng do khac nhau khong duge qué +15%,

- Gié tri CV gitra cac ddp (g cua chit phan tich va IS trong c4c miu QC c6 qua
chiét tach ¢ moi ndng d¢ phai khong 1én hon 15%.

- Gia tri CV giira cac dap (g cua chét phén tich va IS trong c4c miu QC khéng
qua chiet tach & moi nong d6 phai khong 1on hon 10%.

5.3.3.7. D on dinh

b6 dn dinh clia chat phan tich phai dugc khéo st ca trong dung dich chun goc va
trong mau sin‘h hoc, trong diéu ki¢n va thoi gian bao quan dai, trong qué trinh xir Iy mau
va sac ky. Neu chét phéan tich kém 6n dinh, ¢6 thé thém vio miu chat bio quan hodc
chit chéng oxi héa nao d6 ma khong can trd viéc phén tich.

Cic dung dich theo d5i 4 6n dinh dugc chuén bj va bio quan trong céc diéu kién
qui dinh, trong nhitng khoang thoi gian theo du kien. Sau thoi gian bédo quéan, phan tich
cac dung dich nghién ctru d6 on dinh song song v&i chuan méi pha tuong tng. Lap lai
qua trinh trén 3 lan riéng biét. Tinh dap (g pic trung binh.

Trung binh dap émg mau dd on dinh x Ndng d¢ miu méi pha x 100

Dééndmh(%)= : ’ P00 Lifix ols A ~ -
Trung binh dap ing mau mdi pha X Nong d6 mau do o6n dinh

P§ 6n dinh ciia dung dich goc:

Dung dich géc bao gdm dung dich chuén ndi goc va dung dich gdc clia chét phén tich.

D¢ on dinh thoi gian ngdn ¢ nhiét dj phong

- Dy kién k& hoach/ thoi gian can danh gid.

- Chuan bj mft dung dich gbc trong dung mdi & nong d¢ thich hgp. Chia hurong dung
dich gbc da pha thanh nhi¢u phan, di cho s6 lan dy kién dénh gid, ma héa va ghi nhan. Bio
quan cic mAu theo qui dinh & nhiét do phong trong khodng thdi gian dy kien danh gia.

- Ngay sau khi pha, ldy mot phan dung djch %60, pha lodng dén ndng d¢ thich
hop, neu can. Phén tich theo qui trinh, ghi lai sic ky do va dap \mg pic. Lip lai qua trinh
trén 3 lan riéng biét. Tinh d4p (g pic trung binh.

- Sau timg khoang thdi gian bao quan nhu dy kién, tién hanh tuong ty dé xdc dinh
dap (mg pic trung binh cia dung djch goc sau béo quan.

- So sénh dap tmg pic trung binh ciia dung dijch géc sau thoi gian bdo quin vai
d4p (mg pic trung binh cua dung djch gbc ngay sau khi pha. Ciing c6 thd tinh két qua

b4

cia mau nghién ciru do on djnh dya vao ndng d6 va dap mg clia mau chudn ban dau.



- Xdc dinh thoi gian 6n dinh thoi gian ngin cua dung dich gbc & nhiét do phong,
khi két qua dap ung yéu cau.

Yéu cau:
- Dung dich gbc dugc coi la 8n dinh néu % d¢ én dinh nam trong khoang 85% - 115%.

- Gia trj CV giita cic két qua dinh lugng tai timg thoi diém phai khong 16n hon 5%
(d6i voi phucmg phép LC - MS) va khong 16n hon 2% (d8i v6i phuong phap HPLC).

D¢ on dinh thoi gian dai

Tién hanh va danh gia két qua tuong ty nhu nghién cuu Do 6n dinh thoi gian ngn
& nhiét do phong nhung cac mau dugc bao quan trong diéu kién va khoang thdi gian
danh gia du kién. Thong thudng, dung dich chudn gdc duge bao quan & nhiét do 2 -
8°C, tranh anh sang.

Do on dinh cia dung dlch lam viéc:

Dung dich lam viéc bao gdm dung dlCh chuin noi lam viéc va dung dich chuin
1am viéc ctia chit phan tich.

Dé 6n dinh thoi gian ngdn 6 nhiét dé phong

Tién hanh va danh -gia két qua twong tu nhu nghién ciu Dg on dinh thoi gian
ngdn & nhiét do phong d6i v6i dung dich chudn gbc nhung 14 thuc hién trén miu dung

dich chuin lam viéc.
Dé én dinh thoi gian dai

Tién hanh va danh gla két qua tuong tu nhu' nghién ciru Dj én dinh tho'z gian
ngan ¢ nhiét do phong d6i voi dung dich chuan géc nhung la thyc hién trén mau dung
dich chuin 1am viéc va cac mau dugc bao quén cdc miu trong diéu kién va khoang thoi
gian danh gia du kién. Thong thudng, dung dich chuén lam viéc dugc béo quan & nhigt
do 2 - 8°C, tranh anh sang.

Pj on dinh chit phan tich trong dich sinh hoc:

Chit phan tich trong dich sinh hgc bi anh hurO’ng boi diéu kién bao quan, dic diém
hoa hoc cua thudc, loai mau thir va do bao gai, BJ on d;nh clia chat phan thh trong mot
mau dung trong dd bao gél cu thé chi thlch hgp cho mau dé va loal dd bao goi do,
khong dugc ngoai suy d6 6n dinh d6 cho mau va dd bao g01 khac. Piéu ki¢n khi ddnh
gi4 d6 6n dinh phai phan anh dung diéu kién khi xir ]y mau va phan tich mau thye. Ti\t
ca viée x4c dinh d On dinh phai ding mét loat cde mau duge chudn bl tir dung dich gOC
ciia chat phan tich chudn méi pha trong méiu smh hoc khong c6 chit phan tich va chat
can trd, Phép thir phai dugc thyce hién tai it nhit 2 mie nong do 1 LQC va HQC.

Chuén bj c4c 16 mau bdo quan tal cée didu kidn dinh trude. Sau thdi gian bio

quan, phan tlch cdc mAu nghién cuu do dn dinh, Lip lai qué trinh trén 3 lan riéng biét.
Song song tién hanh phan tich mAu cta dudmg chudn méi pha.

Tinh ndng do cac mau nghién ciru dd dn dinh theo dudmg chudn, tir d6 xdc dinh
duoc dd 6n dinh ciia mau thir,



Nong d6 trung binh ciia miu POP x 100

% DOD = A
Noéng d¢ thyc pha dugc

Yéu cau:

- Tai mbi mic ndng d6 miu QC, ndng do trung binh nim trong khoang
85% - 115% so véi ndng do thuc pha dugc.

- CV ctia nong d¢ dinh lrgng dugc & mdi mirc ndng do khong qua 15%.
D¢ on dinh sau it nhét 3 chu ky dong ra

- Chuan bj hai 16 mau méi loai cita LQC va HQC, méi 16 c6 it nhéit 05 miu LQC
va 05 mau HQC.

- Phan tich 01 16 mau mbi loai LQC va HQC ngay sau khi pha cung dudng chuin
m6i pha dé x4c dinh ndng 4 trung binh ciia cic miu QC mdi pha.

- Hai 16 mau LQC va HQC con lai duge bao quan dong lanh trong cung dleu kién
bio quan cia mau d¢ on dinh dai ngiy. Sau thoi gian bao quan dong lanh, ldy mau ra dé
& nhiét do phong dén ra dong hoan toan, két thic 'mét chu ky dong - ra. Sau'do cat lai
mAu vio tu bao quan va tiép tuc chu ky dong ra. Thoi gian bao quan dong lanh cho méi
chu ky dong ra it nhat 13 12 gio. :

- Sau khi két thic chu ky dong ra, tién hanh phan tich mau theo phuong phap can
danh gia, xac dinh nong d6 trung binh cua cac mau QC ciia moi loa1 dya vao duong
chuin méi pha dugc tién hanh song song.

- Tinh d6 1éch (%) giita ndng @ trung binh cua cdc miu LQC va HQC sau it nhat
3 chu ky déng - rd so vi nong dd trung binh cla cic mau tuong tmg méi pha. Pong
thoi, tinh d§ 1éch CV giira cac gia tri phan tlch dugc cua mbi khoang néng d6 QC trudc
va sau it nhét ba chu ky déng ra.

Néu chat phan tich khong dn dinh & diu kién bio quan dy dinh tién hanh, miu
danh gi4 d6 6n dinh dugc dé dong & -70°C sau it nhat ba 1in dong - ra.

Dj on dinh ¢ nhiét dp phong trong thoi gian ngan

- Dy kién ké hoach/ khoang théi gian can danh gia.

- Chuén bj cac 16 miu LQC va HQC, mdi 16: mau gém it nhat 5 mau LQC va
5 mau HQC. Sé 16 mAu QC dugc tinh theo s6 1dn dy kién danh gia. Ma hoa va ghi nhan
cho timg 16 miu. Bao quéan v&i diéu kién gidng bao quan miu dd on dinh dai ngay.

- Khi phin tich, ciing liy c4c 16 miu QC dé rii dong v phén tich ngay 1 16 QC xac
dinh néng d6 trung binh ban d4u, Bao quan cic 16 mau QC con lai & nhigt 4§ phong, Sau
céc khoang thdi gian du kién, phén tich dé xac dinh ndng dd trung binh sau bao quan.

- Tinh d¢ 1éch (%) gura ndng do trung binh sau tung thoi diém dénh gia so véi

nong dd trung binh cua mau méi pha ¢ mdi khoang nong do QC: Dong thoi, tinh do
léch CV giira c4c gia tri phan tich dugc ciia mbi khodng ndng d¢ do.



- Xac dinh thoi gian 6n dinh ctia miu dich sinh hoc & nhiét d6 phong, khi két qua
ctia mau dap ng yéu ciu.

Do éon dinh ciia méu dich sinh hoc trong thoi gian dai

- Du kién ké hoacl/ khoang thdi gian can danh gia.

3 Chuan bi cac 16 miu LQC va HQC, mdi 16 miu gdm it nhit 5 mau LQC va

5 mau HQC. §6 16 mau QC dugc tinh theo s6 1An dy kién danh gi4. M3 hoa va ghi nhan
cho ting 16 mau.

_ -Phintich 116 mau QC ngay sau khi pha cing duong chuén méi pha dé x4c dinh
nong do¢ ban dau.

- Céc 16 mau con lai dugc bao quan dong lanh & nhiét 46 du kién. Sau timg khoang
thdi gian bdo quan nhu dy kién, 1y 1 16 mau QC, de ra dong hoan toan & nhiét do phong,
phan tich cung duong chuan méi pha dé xac dinh ndng do sau thoi gian bao quan.

- Tinh d9 léch (%) giita nong d trung binh tai mdi thoi diém danh gia so véi nong
do trung binh cua mau méi pha ¢ timg khodng nong d6 QC. Tinh d6 léch CV giira céc
két qua dinh lugng ciia moi khoang nong dg do. .

- Xéc dinh thdi gian én dinh cia mau dich sinh hoc & nhiét o qui dinh, khi ket
qua cia mau dap mg yéu cau.

Dj on dinh ciia méu sau xir ly (trong auto - sampler)

-Du kién ké hoacl/ khoang thdi gian can danh gid.

_ - Chuén bj céc 16 méu LQC va HQC, mdi 16 miu gdm it nhat 5 mau LQC va
5 mau HQC.

- Xir 1y toan bd m‘?lu theo qui trinh. Tién hanh tiém s:?'l‘c ky ngay cic maiu dé song
song v6i duong chuan dé xac dinh nong d§ trung binh ban dau.

- Sau khoang thdi gian bao quén trong autosampler nhu du kién, tién hanh tiém lai
cac mau trén dé xac dinh nong d6 sau khodng thoi gian bao quan.

- Tinh 43 gch (%) gira nong do trung binh tai mdi thoi diém tiém lai so v6i nong
d6 trung binh cia lan tiém ban dau & moi khoang nong d6 QC. Péng thoi, tinh d6 1éch
CV giita cc két qua phan tich dugc cia mbi khoang nong o do.

Dj on dinh chit phn tich trong can sau béc hoi dung méi (dp dung véi truomg
hop xir ly mdu bang phuwong phdp chiét long - long

- Dy kién ké hoach/ khoang thdi gian cin danh gi4.

- Chuin bj c4c 16 miu LQC va HQC, mdi 16 mau gdm it nhdt 5 miu LQC va
5 miu HQC. S8 16 mAu QC dugc tinh theo s6 lan dy kién dénh gia. Ma héa va ghi nhan
cho timg 16 mau. ,

- Chiét toan bd mAu theo qui trinh dén giai doan cén sau khi loai dung méi. Hoa
tan can chiet cua 1 16 mAu ngay sau khi thu dugc cdn va tién hanh sic ky. Song song
thyc hién xdy dung mdt dudng chuan d& xéc dinh ndng d¢ trung binh ban diu.



. Cac 16 mau con lai duoc bao quém & diéu klon dy kién. Sau timg khoang thoi
gian bao quan nhu dy klen lay 1 16 cin chiét cua méu QC dé phan tich. Song song thuc
hién xay dung mot duong chuan dé xac dinh nong do trung binh ctia c4c 16 mau.

- Tinh d¢ léch (%) glua nong do trung binh sau tung thori dlem dénh gia so véi
pdng do trung binh cia mau mdi pha & moi khoang nong d6 QC. Pong thdi, tinh do
léch CV gira cdc gid tri phan tich dugc ciia mdi khoang nong d6 do.
- Xéc dinh thoi glan on dinh cia miu cén chiét & didu ki¢n bao quan, khi két qua
cua mau dép img yéu cau.

5.3.3.8. Anh huwdng ciia nén mdu (Yéu ciu khi siv dung phuong phdp LC - MS)
- Chuén bj it nhat 6 miu djch sinh hoc trang co nguon goc khéac nhau. Tién hanh
chiét tach theo qui trinh thu dugc cc dung dich nén mau tuong img.

- Chuan bi cic méu chuan co chira IS va chatphan tich & 2 mirc ndng d6: LQC va
HQC trong timg dung dich nén miu.. ,

- Song song chuén bj cc méu chuén trong pha dong hodc dung moi thich hgp
chira IS va chét phén tich & ndng do tuong ng voi nong d6 cha cc miu chuan trong

nén mau. .

- Xéc dinh hé s MF (matnx factor) theo cong thuc
ur=2'

B

Trong do:

A: dap img pic cua chat phan tich hodc IS pha trong dung dlCh nén miu.

B: dap ung pic trung binh cua chét phan tich, hodc IS pha trong pha dong hoac
trong dung moi thlch hqp ¢ cung nong do.

- Xéc dinh ty s0 MFsys = LJF

(4]

K128 AL ' '
Trong d6: MFs1a MF cua chét phén tich, MFjs la MF cua chuin nji.
Tiéu chuin chap nhin:

Gia tri CV % cua céc ti s6 MFss < 15%

Két luan

Thim dinh phuong phép phan tich rit quan trong va can thiét dé chimg minh
phuong phap phan tich dim bao d¢ chon loc, c6 'dd dang, do chinh xac, d nhay ph
hop véi dbi tuong phén tich & mirc nong do thir nghlem M01 d6i tuomg mau thr
(nguyen liéu, thanh phim, djch sinh hoc) ¢6 nhitng yéu cau ve tiéu chi thim dinh, glon
han chap nhan khic nhau do d6 khi tlen hénh thyc hign thaim djnh phwong phip cén
xem xét doi tuqng mAu tht, tinh chat cua chdt phén tich, phuong phdp phén tich su'
dung, thiét ké thdm d;nh dé dua ra yéu cau phd hgp. Mt phuong phap phan tich thuoc
da thim dinh dat yeu céu cho phép thyc luen & cdc phong thi nghi¢m khdc nhau véi diéu
kign phan tich cu thé qui dinh s& cho két qua tuong tw nhau, Do do thim d;nh phuong
Phap ¢ vai tro quan trong trong kiém tra, gidm sét chat lugng thudc san xuat, hru hanh



trén thj trudng, cun;, nhu theo dai néng Ao thubc trong dich sinh hoc clia ngudi sir dung
phyc vy nghién ciru phat trién thudc m(n, nghlcn ctru sinh kha dung va danh gia tuong

duong sinh hoc, phuc vy kiém soét thudc trong diéu tri, ...

CAU HOI TY LUQNG GIA

1.

7 &
3.

Trinh bay khai ni¢m cac chi tiéu thim dinh phuong phép phan tich thudc va dich
sinh hoc.

Trinh bay cac loai mau thir trong thdm dinh phuong phép phén tich dich sinh hoc.
Trinh bay dugc yéu cAu, céch tién hanh va danh gia ket qua d6i v6i thim dmh
phwong phap phan tich thudc trong nguyén li¢u, thanh pham

Trinh béy cic qui trinh cin thAm dinh va céc chi tiéu can phél thdm dinh ddi véi
mdi qui trinh phén tich thuéc dang nguyén li¢u va thanh pham.

Trinh bay cic mirc 49 thim dinh phuong phap phén tich sinh hoc. Mot phuong
phép phan tich chit A trong huyét twong bang HPLC - UV da duge thim dinh dat
yéu cau, khi chuyén sang phat hién bang detector FLD cén bd sung tham dinh cic
chi tiéu nao? Gidi thlch

Trinh bay dugc yéu céu, céch tién hanh va danh gia ket quéa dbi véi thdm dinh
phuong phap phan tich thudc trong dich sinh hoc.

So s4nh dic diém coa thim dinh phuong phép phan tich thuéc trong ché phim va
trong dich sinh hoc.

Xay dung dé cuong tham dinh phuong phap phan tlch céc thudc sau véi diéu kién
phan tich theo Dugc dién Viét Nam hoic cac Dugc dién tham chiéu hién hanh:

- Pinh lugng acyclovir trong cream acyclovir 5% bing HPLC;

- Pinh lugng vién nén paracetamol - cafein 500 mg/ 60 mg bing HPLC;

- P dong déu ham lugng vién nén levonorgestrel 0,75 mg béng HPLC;

- Thir 6 hoa tan vién nang azithromycin 500 mg bang HPLC;

- Tap chat dinh danh (2 - Amino - 1~(4 - nitrophenyl)propan - 1,3 - diol) trong

dung dich thudc nhd mit chloramphenicol 0,4% bang HPLC,;

- Tap chét lién quan ciia Bot pha hén dich uéng cefaclor 250 mg bing HPLC;
- Pinh lugng atropin trong vién nén atropin sulfat 0,25 mg bing séc ky khi;
- Dung moi tdn du trong nguyén ligu Quinapril.

9. Xay dung dé cuong thim djnh céc chi tiéu do chon loc, khoang tuyen tinh, gidi han

dinh lugng dudi, 4o dang, do chinh x4c cua thudc frong huyét twong khi dénh gia
twong duong sinh hoc c6 ndng dd dat cyc dai sau udng thuée nhu sau:

-300 ng/ mL;
- 10 pg/ mL;
-1 pg/ mL;

10. Phan tich vai trd ctia thAm djnh phuong phép phan tich trong kiém nghiém thudc.



PHU LUC
Phu luc 1. Tham dinh phwong phap dinh tinh, dinh lwgng thubc thanh
pham theo Tiéu chuan co s& (Vién nén bao phim API 250 mg)

1. QUI TRINH PHAN TiCH

1.1. Thubc thir: theo DDVN
- Acetonitril HPLC (TT) |
- Acid acetic bang HPLC (TT) _
- Nuéc (TT) :

1.2. Didu kién sic ky o | |
- Cot: Hypersil BDS C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm)
- Téc @6 dong: 1,0 ml/phut.
- Detector UV: 230 nm.
- Thé tich tiém: 20 pl.
- Nhiét do cot: 30°C ', PO g
- Pha dong: Acetonifril - nudc - acid acetic bang (50 : 50:0,1) .

1.3. Tién hanh
- Dung méi pha méu: Acetonitril - nuée (1': 1)

- Dung dich chuén: Cén chinh xac khoang 50 mg chl{éﬁ API vao binh dinh mirc
250 ml. Hoa tan va pha loang vira du thé tich bang dung mdi pha mau, lac déu. Loc qua
mang loc 0,45 pm.

- Dung dich thir; LAy 20 vién, can x4c dinh khéi lugng trung binh vién, nghién
thanh bt mijn. Cén chinh x4c mdt lugng bt vién twong ing v6i 250 mg API vio binh
dinh mic 100 ml, thém 10 ml nudc, lic k§ cho bt vién phan tén déu, thém 80 ml
acetonitril, siéu 4m 30 phit, d& ngudi dén nhigt do phong, thém acetonitril vira du, lic
déu. Ly tam. Hut chinh xac 2 ml djch trong phia trén vdo binh dinh mirc 25 ml, thém
dung méi pha mAu vira du dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pm.

- Su phu hop cia hé thong sic ky: Tiém dung dich chudn vao hé théng sic k);'.
Trén sic d6 thu dugc, hé sb kéo dudi ca pic API khdng duge qué 2,0; s6 dia ly thuyet
khdng dugc nho hon 2000, RSD cua di¢n tich pic giita 6 lan tiém Idp lai khong dugc 16m
hon 2,0%,

- Tién hanh séc ky lan lugt véi dung dich chuén va dung.dich thr.



1.4. Két qua

Ham luong % API (C‘(I‘IyNzOn) trong vién so véi ham lugng ghi trén nhén, tinh
theo khdi lugng trung binh vién, tinh theo cong thirc:
M. xHLCx(1- HC/lOO) 1250 MTB
250 M, 250

><(%)=ST

C
Trong dé: Sr: Dién tich pic API trén siic 6 dung dich thi.
Sc:  Dién tich pic API trén sic do dung dich chuén.
M:  Khdi lugng API chuéin (mg).
Mr:  Khdi lvgng miu thir (mng).
Mrg: Khdi lwgng trung binh vién (mg).
250: Ham lugng API ghi trén nhan (mg).
HLC: Ham lugng API chuén (%).
HC: D6 am cia chuin (%).

2. PE CUONG THAM DPINH
2.1. D6 chon lgc
* Thuc nghiém:
- Tién hanh séc ky cac loai mAu sau ddy theo qui trinh phén tich:
+ Dung dich mu placebo: Chuén bj theo qui trinh, thay mau thir bing mAu placebo.
+ Dung dich chuin: Chuén bj theo qui trinh.
+ Dung dich thur: Chuén bi theo qui trinh.

- Ghi lai' cc sic ky d6. Xéc dinh thoi gian luu cua hoat chat cin phan tich; phd
UV cua pic hoat chét can phan tich trén sic ky do cc dung dich chuin, thu.

* Yéu cdu:

- Shc ky d6 dung dich thr phdi cho pic chinh c6 thdi gian hwu twong Ung véi thoi
gian luu cia pic API trén sic ky 6 dung dich chun.

- Sic ky d6 ctia mAu placebo khong dugc xuat hién p1c ¢ trong khoang thoi glan
lwu twong img voi thoi gian luu cia pic APL Néu co, dap tmg pic phai < 1,0% so voi
d4p tng pic cia dung dich chuan,

- Phd UV cua pic hoat chét can phan tich thu dugce trén séc ky d6 dung dich thir va
phd UV cua pic tuong {rng trén sic ky db dung dich chuan phai giong nhau.

2.2. D¢ thich hop cia hé thong
* Thuc nghiém:

- Dung dich chuan: Sir dung dung dich chuan tir phan thdm dinh d¢ ddc hiéu.



- Tién hanh séc ky dung dich chudn, t1em lap lai 6 lan ghi lai cac séc ky do va xéc
dinh gid tri thoi gian huu, dién tich pic, h¢ s6 kéo dudi, s0 dia Iy thuyét.

* Yéu cau:

- Gia tri RSD cua thoi gian luu < 1,0%, cia dién tich pic API <2,0%

- S6 dia 1y thuyét: > 2000.

.. Hé sb kéo dudi: <2,0

2.3. D tuyén tinh

* Thuc nghiém:

- Chuén bi 05 dung dich chuén, c6 nong d§ API tuong tmg v6i 50%; 80%; 100%,
120% va 150% nong dd dinh hrong.

- Tién hanh séc ky céc dung dich chudn, ghi lai céc sic ky dd va xéc dinh dép tmg

cua pic.

- Xac dinh phuong trinh hdi quy tuyén tinh, hé sb twong quan tuyen tinh giira
nong do chét chuén c6 trong mAu va dién tich pic API thu dugec trén cac sac ky do bang
phuong phap binh phuong t6i thiéu.

* Yéu cdu:
- Hé sb tuong quan tuyén tinh (r) phai > 0,998.

- % H& sb chén (% Y) tai ndng dd 100% <2,0%

| Hé sb chin |
0 = oo
nY S pic chuan 100%

x 100
2.4. D) ding
* Thuc nghiém:
- Xéc dinh d¢ ding cta phuong phdp bang cich thém chinh xéc mot hrong chit
chuén can phén tich vao cac mau placebo.
- Chuan bi 03 loai miu tu tao bang cach thém chinh xac m¢t hrgng chat chudn vao

cic miu placebo. Luqng chit chuan thém vio tuong ung VO’l 3 mirc nong do 80%,
100% va 120% so v6i mirc ham hrgng ghi nhan, Tai m8i mirc ndng d9, thyc hién it nhat

03 mau déc lap.

- Phin tich miu theo qui trinh phén tich. Xac dinh hoat chit thu hoi theo trung
binh dién tich pic API cta dung djch chuén & phan thir do ddc higu.

- Xéc dinh d6 dang cua phuong phép theo cong thirc:
Lugng hoat chét thu hdi

1009
Lugng hoat chat thém vao ¥ %

D¢ dang (Ty 1¢ thu hdi) (%) =

* Yéu cau:
- Ty 1& thu hdi: 98,0% - 102,0%
- RSD ty 18 thu hdi: <2,0%



2.5. b0 chinh xiic

2.5.1. Do lap lai
* Thywe nghi¢ém:
- Tién hanh dinh lwgng 06 mau thir ddc 1dp.
- Xdc dinh ham luong céc hoat chit co trong cdc mau thir theo trung binh dién tich
pic API cua dung dich chuan & phan thir do dic higu.

- BJ 1dp lai cia phuong phap dugce xéc dinh bang gi4 tri RSD két qua dinh lrong
ham heong hoat chat c6 trong cic mau.

* Yéu cau:
- Gié trj RSD két qua dinh lwong ham lugng hoat chét c6 trong c4c mau < 2,0%.
2.5.2. Dp chinh xdc trung gian

* Thuc nghiém:
- Tién hanh nhu &6 I3p lai nhung khéc kiém nghiém vién.

- Xac dinh gié tri trung binh va gid tri RSD ham luong hoat chat co trong cdc mau
do méi kiém nghiém vién tién hanh.

- Xéc dinh mirc d6 sai khac két qua dinh 1u0'ng giita 2 kiém nghiém vién.
* Yéu cdu: ~ ' !

- Gia tri RSD két qua dinh lugng cua mbi klem nghlem vién (n—6) <2,0% va cua
c hai kiém nghiém vién (n = 12) phai < 3,0%. -

2.6. Khoang xac dinh

~ Duogcsuyratu két qua do dang, do chmh xhc VA d6 tuyén tinh (Tir gia tri nhé nhét
dén gia tri 16n nhit clia d ding).

3. BAO CAO KET QUA THAM PINH
3.1. Nguyén, vt liéu - thiét bi va dung cu

* Chét chufn:

- API: Chuin Vién Kiém nghiém thudc trung wong; Ham lugng: 99,94%; D§ am:
0,47%; SKS: WS.0218abc.02

* MAu thir, miu placebo;

- MAu thir: Vién nén API 250 mg

- Miu placebo: La mau chira céc ta duge bao ché vién dwgc can va tron déu theo
dung ty 1é trong cong thirc, Khoi lugng trong (g mdt vién 1a 251,4 mg.

* Héa chét thude thir: Acetonitril, acid acetic bang loai ding cho HPLC cua
Merck, Dic.

* Thiét bj phan tich: Mdy HPLC Shimadzu SPD - M30A, may HPLC Agilent
1260 hiéu chuan dat.



3.2. Két qua thdm dinh

3.2.1. B chon loc
* Thyrc nghi¢m:

- Dung dich placebo: Can 0,2515 méau placebo vao binh dinh mirc 100 ml, them
10 ml mrorc lic dé bot vién phin tan déu, thém 80 ml acetonitril, siéu 4m 30 phat, dé
ngudi dén nhiét do phéng, thém acetonitril vira du, lic déu. Ly tam. Hat chmh xac 2 ml
dich trong phia trén vdo binh dinh mirc 25 ml, thém dung mdi pha miu vira dir dén
vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pm.

- Dung dich thir: Cén 0,5018 g bot thudc vao binh dinh mirc 100 ml, thém 10 ml
nuéc, lic dé bdt vién phén tan déu, them 80 ml acetonitril, siéu 4m 30 phat, dé ngudi
dén nhiét d6 phong, thém acetonitril vira du, lic déu. Ly tam. H{lt chinh x4c 2 ml dich
trong phia trén vao binh dinh mirc 25 ml, thém dung méi pha mau vira di dén vach, lic
déu. Loc qua mang loc 0, 45 pm,

- Dung dich chuan Can 51 ,18 mg chuan API vdo binh dinh mirc 250 ml, hoa tan va
pha lodng tdi vira du thé txch bang dung moi pha mau, lac deu Loc qua mang loc 0,45 pm.

* Két qua: ronoie i v OB ofz add disda slg

(@)

T
18 mn

|
N —
o
o —
o
=
o
~d
IV
-
&

-10 4

(b)

15




mAU ]

(C) 150

— v T T
3 . o 8 10 12 14 18 med

Hinh PL 1.1. Sic ky 4 d4nh gi4 d chon loc cta phuong phip
a) Dung dich chuén; b) Dung dich placebo; c) Dung dich tha

- Trén sic ky d6 dung dich placebo khong xuét hién céc pic c6 thoi gian hru
tuong Ung vai th0'1 gian luu cua pic API trén sac ky dd dung dich chuén.

- Trén sac ky d6 mau thr cho pic ¢6 thoi gian Iuu twong img voi thoi gian luu cua
pic API trén sic ky d6 miu chuin (khoang 13,6 phut) Hé s6 match xap xi 1000.

- Phd UV _cua pic chinh trén sic ky d6 mau thir gibng véi phd UV cia pic API
trén sic ky dd miu chudn.

* Nhdn xét: Phuong phap dinh lugng API trong vién nén bao phim API 250 mg
1a chon loc.

3.2.2. D§ thich hop ciia hé théng

* Thuc nghiém:

- Dung dich chudn: St dung dung dich chuin phan thir d§ chon loc.

Tiém 6 1an dung dich chuén. Ghi lai céc sic ky 46, x4c dinh cac thong s6 dién tich
pic va thoi gian Iuu, so dia 1y thuyét, hé s6 kéo dudi.

* Kot qua:

- S6 dia ly thuyét ciia cot 1a 5123; hé sé kéo dudi ciia pic chinh 1a 1,8.

Béng PL 1.1. Két qua khao sét do thich hop hé théng

STT Théi gian luu (phit) Di¢n tich pic (mAU.s)
1 13,547 11391,7
2 13,599 11374,2
3 13,618 11376,6
4 13,650 11391,4
5 13,601 11415,1
6 13,665 11464,1

TB 13,613 11402,2

RSD (%) 0,27 0,14




* Nh(in .\'é{.‘ I.{SDlh&l gian hwu < 1,0%; R§DdiCl| tich pic < 2,()%; N > 2000; T < 2,0 => hé
ihdng pht hop dé dinh lugng API trong che phim,

3.2.3. Dj myén tinh
* Thye nghi¢m:
Chuan bi chc dung dich chuéin AP! trong dung m6i pha miu c6 ndng do API bién

thién trong khodng 0,10 - 0,120 mg/ml (twong l'rn,g 50 - 150% néng d¢ dinh lugng). Tiém
cdc dung dich ndy vao h¢ thong siic ky, ghi lai séc ky dd.

* Két qua:

Khido sdt sy tuwong quan givifm y (dign tich pic API) va x (ndng do API) bing
phwong phap binh phuong toi thidu, két qua cho thdy: hé s6 R? = 0,9970
(= r=0,9985); chimg t6 ¢6 sy trong quan tuyén tinh giira n6ng do API va dién tich pic
API tuong Ung.

Bang PL 1.2. Két qua thim djnh do tuyén tinh cia phirong phap

STT Y so véi ndng i‘l:}? ng:l"l; Binh dinli iy Nong d¢ API Dién tich pic
d¢ dinh lurgng ) | " mirc (mg/ml) (mAU.s)
! 50 24,30 250 | 00967 5478,1
2 80 40,45 —— 230 0,1609 8752,5
3 100 49,68 250 1 0,1976 11402,2
4 120 60,95 | 250 .| 02425 13604,0
5 150 - 74,501 50250 , 0,2964 16393,4
Hésé twong quan: - a 0,9985 (> 0,998)
Hé sb goc: ek | 55308
Hé s6 chin (intercept): = ) 128,65
% Y ST 4 1,13 (<2%)
Plc
20000 e .
= y=55308x + 128.65'
15000 4—— R?=10.9970
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Hinh PL 1.2. D thj biéu dién mdi twong quan gitta ndng dd API va di¢n tich pic




3.2.4. Dy dung
* Thuwc nghiém:
- Dung dich chuan: St dung dung dich chuén & muyc thir d chon loc.

- Chuan bj cdc mau thir:

Can chinh x4c khoang 50 mg; 62,5 mg; 75 mg chuén API vao cdc binh dinh mirc 25
ml c6 chira sin khoang 62,3 mg placebo, thém 2,5 ml nudc, léf k¥ cho bt vién phan tan
déu, thém 20 ml acetonitril, siéu 4m 30 phit, dé ngui den nhiét do phong, thém
acetonitril vira du, 1ic déu. Ly tdm. Hat chinh xdc 2 ml diqh trong phia trén vao binh dinh
murc 25 ml, thém dung mdi pha mau vira di dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pm.

M3i mirc ndng d6 tién hanh 3 mau thir.

* Két qud: ' |

Bang PL 1.3. Két qua thim dinh d¢ ding ctia phuong phép

Lwgng Lugng Lugng SRR -
e cin miu chuén API tinh Dl’gn:Pth ; I_,uql‘lg 'I?{: Két qua

Msn placebo | APIthém |  Kkhiét P API tim hx!l thong ké

~ (mg) vio (mg) (mg) (mAU.s) | lai(mg) ol
80% 63,42 50,31 50,05 8937,6 | 49,88 | 99,67
80% 62,31 53,69 53,40 9546,6 53,28 99,77 | TB:99,30%
80% 63,72 52,04 51,76 9132,6 50,97 98,46 | RSD:0,73%
100% | 63,82 68,92 68,55 12311,3 | 68,71 100,23
100% 62,81 64,99 64,65 115000 | 64,18 | 99,28 | TB:9928%
100% 62,41 .| 63,58 63,24 11140,4 62,18 98,31 | RSD:0,97%
120% 63,52 78,10 77,69 13729,4 76,62 98,63
120% 64,22 78,26 77,84 13820,9 77,13 99,09 | TB:9896%
120% 63,62 79,12 78,70 13981,1 78,03 99,15 | RSD:0,28%

* Nhdn xét: % thu hdi trong khoang 98,0% - 102,0% véi RSD < 2% => Phwong
phép dinh lugng API trong ché pham dat yéu cau vé d dang.
3.2.5. Dj chinh xdc
3.2.5.1. B¢ lap lai

* Thuc nghiém:

- Dung djch chudn: Sir dung dung dich chuin & muc thir 46 dic hiéu.

- Dung djch thir: Thyc hién chuin bj nhw qui trinh.

Tién hanh trén 6 miu thr,




* Két qua:

Bing PL 1.4. Két qua thim dinh d§ Ip lai cia phuong phap

e

Trung binh di¢n tich pic API ciia dung djch chufin: 11402,2
Lwong cdn miu chudn: 51,18 mg

Khoi lugng trung binh vién: 0,5018 g .
"STT | Lugng cin mAu thir (g) |  Dign tich pic K&t qui djnh lugng (%)
- 10,5105 11330,5 99.45
5 0,4922 10843,9 98,72
il 0,5292 11769,4 99,66
4 0,5050 111454 98,89
5 0,5062 11154,2 98,74
6 0,5084 -11189,1 98,62
“f Trung binh 99,01
RSD (%) 0,44

* Nhan xét: RSD < 2% => Phuong phap dmh 1u'0'ng API trong ché phim dat yéu
cau vé 40 lap lai.

3.2.5.2. D9 chinh xdc trung gian

* Thuc nghiém:

Xac dinh d6 chinh xac trung gian bang cach xic dinh him hugng API trong ché
phim bi cac kiém nghiém vién khéc nhau, tai cic thoi diém khac ‘nhau.

* Két qud: KNV2:
- 86 dia Iy thuyét ctia cot i 3957 h¢ 50 keo du01 cua plc chinh 1a 1,9.
Bang PL 1.5. Két qua danh gia do thxch ho’p hé thong

STT Thoi gian luru (phit) Di¢n tich pic
1 14,251 11148,2
2 14,239 11153,5
3 14,288 11156,4
4 14,265 11201,1
5 14,317 11176,7
6 14,320 11207,8
TB 14,280 11174,0

RSD (%) 0,22 0,23




Bang PL 1.6. Két qua thim dinh d6 chinh x4c trung gian ctia phuong phap

KNV1 KNV2 ]
Ngay: 1 Ngay: 2
Lugng cén chudn: 51,18 mg Lzrp’ng cdn chudn: 50,02 mg

STT | Khoi lwong trung binh vién: 0,5018 g Khéi lwgng trung binh vten 0,5025 g
Dign tich pic API TB mdu chudn: 11402,2 | Di¢n tich pic API TB méu chudn: 11174, 0
Luwgng cin | Di¢n tich pic | % Ham Lugng cin mdu | Dign tich | % Ham
méu thir (g) | API lugng thir (g) pic API lugng

1 0,5105 11330,5 99,45 | 0,5042 111182 | 98,68

2 0,4922 10843,9 98,72 0,4925 10863,1 | 98,71

3 0,5292 11769,4 99,66 0,5003 110458 | 9880

4 0,5050 111454 98,89 0,5228 11584,0 | 99,16

S 0,5062 11154,2 98,74 0,5095 11390,6 | 100,05

6 0,5084 11189,1 98,62 0,4916 107552 | 97,90

Trung binh: 99,01% Trung binh: 98,88%

RSD: 0,44% RSD_: 0,71%

Két qua dinh lugng trung binh (n=12): 98,95%
RSD (n=12): 0,57%

* Nhan xét: RSD (n=12) < 3,0% => Phuong phép dat yéﬁ cau vé d§ chinh xéac
trung gian.

3.2.6. Khodng xdc dinh

Két qua thim dinh tinh tuyén tinh, dQ ding, d chinh x4c cho thiy trong khoang
ndng d¢ API bing 80% dén 120% so véi ndng d¢ dinh lugng dap ung yeu cau qui dinh
do d6 khoang xac dinh cua phuong phap la trong gidi han tir 80% dén 120% so voi
nong dd dinh lugng.

3.3. Két luan

Qui trinh phén tich theo Tiéu chuin co s& dap Ung céc yéu cu vé do chon loc, do

tuyen tinh va khoang xac dinh, d6 ding, d¢ ldp lai va do chinh xac trung gian, thich hop
dé dinh tinh, dinh lugng API trong vién nén API 250 mg.




Phu luc 2. Tham dinh phwong phap xac djnh tap chat lién quan ctia thuée
thanh pham theo tiéu chuan co s& (vién nén bao phim API 250 mg)

1. QUI TRINH PHAN TiCH

* Diéu kién sdc ky:

- Cot: Hypersil BDS C18 (250 x 4,6 mm; 5 jum)

- Téc do dong: 1,0 mI/phit.

- Detector UV: 230 nm.

- Thé tich tiém: 20 pl.

- Nhiét do cot: 30°C

- Pha dong: Acetonitril - nurdc - acid acetic bang (50 : 50 : 0,1)

* Chudn bi mau: 13

- Dung moi pha mau: Acetonitril - nude (12 1) - -

- Dung dich chudn: Can chinh x4c khodng 20{0 mg chuén API vao binh dinh mic
100 ml, hoa tan va pha lodng dén vira du thé tich bang dung moi pha mau, lic déu. Hit
2,0 ml dung dich ndy pha lodng vira dii 50,0 ml bang dling'm()i pha mAu, lic déu. Hit

1,0 ml dung dich nay pha loang vira da 20,0 ml dung moi pha mau, lic déu. Loc qua
mang loc 0,45 pm.

- Dung dich thir: LAy 20 vién, x4c dinh'khéi lirgng trung binh vién, nghién thinh
bot min. Can chinh x4c mot luong bdt vién twong tmg voi 250 mg API vao binh dinh
mirc 100 ml, thém 10 ml nuéc, lic dé bdt vién phéan tan déu, thém 80 ml acetonitril, siéu
am 30 phat, dé nguoi dén nhiét do phong, thém acetonitril vira du, lic déu. Ly tam. Hut
chinh x4c 2 ml dich trong phia trén vio binh dinh mirc 25 ml, thém dung mdi pha mau
vira di dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pm,

- Su phu hop cua hé thong sic ky: Tiém dung dich chuan vao h¢ thong sic l\y
Trén sic db thu duoc, hé sd kéo dudi ciia pic API khong dugce qua 2,0; s0 dia ly thuyet
khong dugc nho hon 2000, do 1éch chuin tuong dbi cua dign tich pic giita 6 lan tiém lip
lai khong dugce 16n hon 5,0%.

- Tién hanh sic ky lan luqt vdi dung dich chudn va dung d|ch thir. Thoi gian séc
ky dbi véi dung dich thir gdp 3 lan thoi gian luu cia pic APL

- Yéu chu: Trén sic ky dd cua dung dich thir:



+ Dién tich cua bt ki pic nao trir pic chinh khéng dugc 16n hon dién tich cua pic
chinh trén sic ky d dung dich chuén (0,2%).

+ Téng dién tich cta tit ca cc pic trir pic chinh khong dugc 16n hon hai lan di¢n
tich cia pic chinh trén sic ky d6 cuia dung dich chuén (0,4%).

2. PE CUONG THAM DINH
2.1. B§ chgn lgc

* Thuec nghiém:

- Tién hanh sic ky cac loai miu sau ddy theo qui trinh phan tich:

+ Mau tring: Dung m6i pha mau.

+ Dung dich mAu placebo: Chun bi theo qui trinh, thay mAu thir bang mAu placebo.

+ Dung dich chuin: Chun bi theo qui trinh.

+ Dung dich thir: Chun bj theo qui trinh.

+ Dung dich thir phan hily & diéu kién nhiét d:

Can chinh xadc mot lugng bdt vién tuong rng vai khoang 250 mg API vao binh
dinh mirc 100 ml. B3t binh dinh muc nay trong tu sdy & nhiét do 80 °C trong 4 gid. bé
ngudi, thém 10 ml nudéc, lic dé bot vién phén tan déu, thém 80 ml acetonitril, siéu 4m
30 phat, d& ngudi dén nhiét @6 phong, thém acetonitril vira du, lic déu, Ly tam. Hit
chinh xac 2 ml dich trong phia trén vao binh dinh mirc 25 ml, thém dung mdi pha miu
vira du dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pm.

+ Dung dich thir phan huy & diéu kién acid:

Can chinh x4ac mot luong bt vién twong Ung véi khoang 250 mg API, vao binh
dinh mic 100 ml. Thém 5 ml dung dich acid hydrocloric 1 M, dat binh dinh mirc nay
trong ti sy & nhiét d 80°C trong 2 gio. Tiép tuc tién hanh nhu d8i véi Dung dich thir
phdn hiy & diéu kién nhiét do.

+ Dung dich thir phan hity & diéu kién base:

Can chinh xac mot lugng bot vién twong g véi khoang 250 mg API, véao binh
dinh mic 100 ml. Thém 5 ml dung dich natri hydroxyd 1 M, dit binh dinh mirc nay
trong tu siy & nhiét 46 80°C trong 2 gid. Tiép tuc tién hanh nhu déi véi Dung dich thit
phdn hiy ¢ diéu ki¢n nhiét dg.

+ Dung dich thir phan huy & didu kién khir:

Can chinh xac mdt lugng bt vién tuong ung vdi khodng 250 mg API, vio binh
dinh mirc 100 ml. Thém 5 ml dung dich H20: 10%, dat binh dinh mirc nay trong tu say



& nhiét do 80°C trong 2 gid. Tiép tuc tién hanh nhu déi voi Dung djch thir phdn hiy ¢
diéu kién nhiét do.

+ Dung dich thir phan huy & diéu kién oxi hoa;

Can chinh xac mot lugng bdt vién tuong irng vdi khoang 250 mg API, vao binh
dinh mirc 100 ml. Thém 5 ml dung dich KMnO4 5%, dét binh djnh mtc nay trong ta sy
& nhiét do 80°C trong 2 gid. Tiép tuc tién hanh nhu dbi véi Dung dich thir phdn hiy o
diéu kién nhiét do.

+ Dung dich thir phan hiy & diéu kién tia UV:

Can chinh xéc’ mdt lrgng bdt vién tuong Gng voi khoang 250 mg API, vio binh
dinh mirc 100 ml. Lac nhe dé 16p b6t thanh mét 16p mong & day binh. Dé duéi dén UV
trong 4 gio. Tiép tuc tién hanh nhu déi voi chudn bi Dung djch thi.

- Ghi lai céc sdc ky dd. X4c dinh thdi gian lwu va dién tich pic cia hoat chat cin
phén tich va céc pic tap khac; do tinh khiét ctia pic hoat chét can phan tich trén sic ky
do cac mau thir va miu déi chiéu_. . : 4

* Yéu cdu:

- Séc ky @b dung dich thir cho pic ¢6 thdi gian Iwu khéc nhau khéng c6 ¥ nghia
thong ké vi thoi gian lru clia pic chét chudn trén sic ky d6'dung dich mau chuén.

- Séc ky db cita méu tréng, placebo khong xuét hién pic & trong khoang théi gian
lwu twrong tng védi thoi gian uu cua chét chudn.'Néu ¢6 dap img pic (dién tich pic) phai
< 1,0% so véi dap tmg pic clia mAu chuan.

- Pic ciia API thu dugc trén sic ky do dung dich thr, dung dich thi khi phan huy
phai tinh khiét (purity index > threshold).

2.2. P thich hgp ciia h¢ thong
* Thyc nghiém:
- Dung dich chuén; sir dung dung dich tir phén thim dinh d¢ chen loc.

Tién hanh séc ky dung dich chuan, ghi lai sic ky d0, xdc dinh gid trj thoi gian hry,
dién tich pic trung binh, RSD, s6 dia 1y thuyét va hg sé doi ximng.

* Yéu cdu:
- 86 dia Iy thuyét, N > 2000 va h¢ s0 doi ximg, T < 2,0,
- Gia tri RSD cua thoi gian luu < 1,0% va cua di¢n tich pic < 5,0%.



2.3. Gi6i han phat hi¢n - Giéi han djnh lu¢gng
* Thue nghiém:
Thém chudn véi lugng giam din vao mdi lugng méiu placebo twong duong véi

lrgng bot vién chua 250 mg API. Xir Iy miu theo qui trinh
Tién hanh sic ky dung dich thu dugc, ghi lai cac sic ky do va xéc dinh ty s6 S/N

va RSD cua dié¢n tich pic.
* Yéu cau:
- LOD: Ty s6 S/N > 3 va RSDspic < 10,0%.
-LOQ: LOD x 3,3,

3. BAO CAO KET QUA THAM PINH
3.1. Nguyén, vit li¢u - thiét bi va dung cu

* Chat chuin:

- API: Chuin Vién Kiém nghiém thudc trung wong; Ham lugng: 99,94%; Po dm:
0,47%; SKS: WS.0218abc.02

* MAu thir, mau placebo:

- MAu thir: Vién nén API 250 mg.

- M#u placebo: La miu chira cdc ta dugc bao ché vién dwoc can va tron déu theo
diing ty 1€ trong cong thirc. Khoi luong tuong rng mdt vién 14 251,4 mg.

* Héa chat thudc thir: Acetonitril, acid acetic bang loai dung cho HPLC cua

Merck, Dirc.
* Thiét bj phén tich: May HPLC Shimadzu SPD - M30A, may HPLC Agilent
1260 hiéu chuén dat.

3.2. Két qua thim dinh
3.2.1. Dj chon lpc

* Thuc nghi¢m:
- Mdu trang: Dung mdi pha miu

Chuan bj c4c mau nhu chi din & phin d& cwong, (Bang PL2.1 ).



Bing PL 2.1. Cach chuin bj miu thim dinh d¢ chon lpc

S
Miu Lugng | Thétich | Liy | Thé tich L4y Thé tich
cin(mg) | pha(mL) | (mL) [ pha (mL) (mL) pha (mL)
Chuén 20,01 100 2 50 1 20
Placebo 252,1 100 2 25
Thur 502,0 100 2 25
Mz’au thir phan huy 505,5 100 2 25
bang nhiét d
Mz’au thir phan huy 508,1 100 2 25
bang acid
Mﬁu thir phan huy 506,9 100 2 %
bang base
Mg’uu thir phin huy & 502,6 100 2: 25
diéu kién khir
Mg’m thir phin huy & 500,7 100 AR 25
dieu kién oxi hoa
Mf’au thir phan hiy & 499,5 100 2 25
diéu kién tia UV
* Két qua:
(a)
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Hinh PL 2.1. Sac ky @6 minh hoa danh gia d chon lgc cua phuong phap
Dung dich chuén; b) Dung dich méu placebo; ¢) Dung dich mau thir;
d) Dung dich phan huy bang chét khir



Bang PL 2.2. Két qué thim dinh dd chon loc

— Mau- Pic Thoigian | Théigianlwu | Digntich | % Tap | Do tinh khiét pic
liru (phiit) tuong ddi pic ' trng véi API
Chuan 14,250 1 27,1 . 3
Thir
Tapl 7,313 0,51 7,3 0,054 5
API 14,315 1 1180,7 | - 999,970
’TéTlg tap 0,054
[ Thir xir ly trong dung dich acid
(Tap | 3,447 0,24 12,2 0,090 !
[ Tap2 7,581 0,53 9,5 0,070 ;
[ API 14,315 1 1161,9 - 999,269
Tong tap o1 o060 |
Thir xir Iy trong dung dich base ° ek
Tap 1 1,501 0,325 233 10,172 ¢
API 14,315 1 1152,4 - 999,688
Tong tap (IO U0 A 0,172 : '
Thir xir ly véi nhiét i b 81 i3 | O
Tap 1 3,897 0,27 232  .|.0,171 -
Tap 2 7,581 0,53 99 0073 | -
API 14,297 " 1 11284 - ] 999,953
Téng tap ' 0,244
Thir xir Iy trong dung dich KMnOj
| Tap 1 3,893 0,27 23,2 0,171 -
| Tap2 7,575 0,53 40,2 0,297 -
| Tap3 8,246 0,58 13,5 0,100 z
API 14,286 1 1061,1 : 999,552
| Tong tap | , 0,568
|_Thir xir Iy trong dung dich H,0, ~
| Tap 1 3,892 0,27 20,6 0,152 5
| Tap2 7,543 0,53 32,8 0,242 -
| AP 14,295 1 1075,4 - 999,630
Téng ap 0394
|_Thir xir Iy biing tia UV
| Tap1 3,889 0,27 16,6 0,123 -
| Tap2 7,585 0,53’ 10,5 0,077 .
APL 14,315 1 1125 - | 999,715
% 0,200

- : Khéng phat hién




- Miu tring va miu placebo khong cod pic nao c6 thoi gian luu tuong ng vai thoi
gian Iuu cia pic API trén sic ky dd mau chuén.

- Mau thir cho pic chinh ¢6 thoi gian luu tuong (ng vdi thoi gian luu cia API trén
sic ky dd mau chuin (khoadng 14,3 phut) Mot tap c6 thoi gian Iuu 7,313 phat c6 ham
lugng 0,054%. Pic API tinh khiét vdi hé s6 tinh khiét 999,170.

- Mau thir duge xur ly trong cdc diéu kién khic nghu;t ngoal pic chinh ng véi
API va pic tap cd thoti gian luu khoang 7,3 phut con xuat hién céc pic tap khac. Céc pic
tap déu tach riéng biét. Pic API déu c6 hé s tinh khiét > 999.

* Két ludn: Phuong phap thir giéi han tap chat lién quan trong vién nén API 250
mg 1a chon loc.

3.2.2. D thich hgp ciia hé thong
* Thuwe nghi¢m:
- Dung dich chuén: Sir dung dung dich chuan & myc thir B chon loc.

- Tiém lap lai 6 lan dung dich chuin vao hé thong sac ky, Ghi lai cac SKD, xéc
dinh céc thong s thoi gian lwu, dién tich pic, s6 dia ly thuyet hé sb dbi xtmg.

* Két qua:
- S6 dia 1y thuyét cia cot 1a 10754; hé sb kéo dudi ctia pic chinh 1a 1,2.
- Két qua khao sat do 1dp lai cua dung dich chuén:

Bang PL 2.3. K&t qua khao sat d6 thich hop hé théng

STT Théi gian lru (phit) D‘(‘-"I;‘ui'[c;_‘s‘)’“

1 14,336 - 27,4

2 14,321 27,2

3 14,341 27,1

4 14,344 i 392

5 14,382 4l 26,5

6 14,383 26,7
T,binh 14,351 27,0
RSD (%) 0,16 1,27

* Nhan xét: RSDgoi gian oy < 1 OA), RSDdl¢n tich pic <5 0%, N> 2000 T< 2 0=> he
théng phii hop thir gi6i han tap chat lién quan trong vién nén API 250 mg.

3.2.3.LOD - LOQ

* Thuc nghi¢m:

- Dung djch chudn; Can 20,01 mg chuan API vao binh dinh mirc 100 ml, hoa tan
va lam vira du thé tich bang dung moi pha miu, lic déu.

- Mau thir 1: Can 252,5 mg mau placebo, chuyen vao binh djnh mirc 100 ml, thém
0,50 ml dung dich chuén, lic déu. Thém 10 ml nude, ldc dé bt vién phan tan déu, thém
80 ml acetonitril, lic siéu 4m 30 phut, dé ngudi dén nhiét d6 phong, thém acetonitril vira



du, lic déu. Ly tdm. Hut chinh xdc 2 ml dich trong phia trén vao binh dinh mirc 25 ml,
thém dung moi pha mau vira du dén vach, lic déu. Loc qua mang loc 0,45 pm.

- Mdu thir 2: Céan 252,0 mg mau placebo chuyén vao binh dinh mtrc 100 ml, thém
1 ml dung dich chuén, lic déu, tlep tuc tién hanh nhu déi véi miu th 1. ‘

- Mdu thir 3: Can 251,8 mg mau placebo chuyén vao binh dinh mirc 106 ml, thém
2 ml dung dich chudn, lic déu, tlep tuc tién hanh nhu déi véi mAu thir 1.

Tién hanh sic ky 6 1an mdi dung dich thiwr, ghi lai cac sdc ky dd, xac dinh ty )
S/N va RSD cua dién tich pic.

* Két qua:

- Dung dich thir 1 ¢6 nong do = 0 08 pg/ml cho dap tng pic gap khoang 3 lin do
nhiéu dudng nén.

- Két qué d§ lap lai cua dién tich pic ciia dung dich c6 néng do & mirc gidi han
dinh lugng dugc ghi trong bang sau.

mAU
1-? 8
o-f~—»\—1 W (,_,Jm e AL
_1_i i3
2
3
-s:..,,..,..,1...,.,.,...,..r,..ﬁ,‘...,,..
L 0 2 4 6 8 .10 12 . 14 16. - 18 miny
Hinh PL 2.2. Séc ky d6 xac dinh LOD cuia phuong phap
Bang PL 2.4. Két qua thim dinh d¢ lp lai tai LOD
STT Thoi gian luu (phit) Dién tich pic S/N
1 14,393 5% 3,0
2 14,354 58 4 3,3
.2 14,323 5,8 44
_ 14,342 5,0 2,9
) 14,338 4,8 ; 3,0
6
O 14,371 . 4,7 R X
|__T,binh 14,354 , 5,2 3,4
| RSD (%) 0,18 9,27 (< 10,0%)

=>LOD = 0,08 pg/ml
LOQ =0,08%3,3 = 0,264 pg/ml.

Két luin: Qui trinh phan tich theo ’I‘leu chudn co s& dap Umg cc yéu cu vé do
chon lgc, LOD va LOQ dé xac dinh tap chit trong vién nén API 250 mg.



Phu luc 3. Thim dinh phwong phap phan tich dich sinhhoc
(Xay dwng va Iwa chon mé hinh dwong chuan Erong tham dinh qui trinh
dinh lwong gliclazid trong huyet twong)

1. NGUYEN, VAT LIEU - THIET BI VA DUNG CU
* Chét chuén:

- Chuin (CC): Gliclazid cia Vién Kiém nghi€ém thuc trung wong; SKS:
WS.02151yy.01; ham lugng: 99,53% (Nguyén trang).

- Chuln ndi (IS): Glipizid cia Vién Kiém nghiém thudc trung wong; SKS:
01072xx; ham luong: 99,17% (Nguyén trang).

Huyét twong trang: cua Vién Huyét hoc - truyén méau TW; sb 16: 16P014xx; han
dung: 05/08/20xy; bao quan: - 35°C + 5°C

* Héa chit, thudc thir:

- Methanol (MeOH), acetonitril (MeCN), diethyl ether, n - hexan déu 1a loai tinh
khiét HPLC cua Merck, Durc.

- Kali dihydrophosphat va acid phosphoric déu 14 loai tinh khiét HPLC cia
Merck, Duc.

* Thiét bi phén tich, dung cu:

- May HPLC - DAD Agilent 1260, My

- Can phén tich Mettler Toledo XPE105 - Thuy S¥

- May do pH Mettler '

- May lic xoay Labinco

- May ly tim lanh Sigma

- B9 ¢ mau béng khi nito ciia Thermo

- T lanh siu

- Tu lanh bao quan chuin

s 1\‘/Iicropipette: 10- 100 uL ; 100 - 1000 1L ; 500 - 5000 uL
- Ong nghiém thuy tinh borosilicat 15 mL c6 ndp xody
- Binh dinh mirc

- Pipet chinh x4c béng thuy tinh,



2. QUI TRINH PHAN TiCH
Chuin bi cic dung dich chuén
Chuan ty tao dé xay dung dudng chuin

- Dung dich chuén gbc dé pha duong chuin (CC - A): Can chinh xéc khoang 50
mg chat chuan gliclazid, hoa tan trong vira di 50,0 mL bing MeOH thu duoc dung dich
chuén goc co nong do CC chinh xac khoang 1000 pg/mL. Bio quin & 2 - 8°C va sir
dung trong 30 ngay.

- Dung dich chuén ndi goc: Céan chinh x4c khoang 50 mg chat chuan g11p121d hoa
tan trong vira di 50,0 mL bang MeOH thu dugc dung dich chuén ndi géc c6 nong do IS
chinh xac khoang 1000 pg/mL. Béo quin & 2 - 8°C va sir dung trong 30 ngay.

- Dung dich chuén ndi lam viéc: Pha lodng 1,00 mL dung dich chun ndi gbe
trong vira du 25,0 mL bing hén hgp MeOH : nuée (1:1) thu duge dung dich chuin nédi
lam viéc c6 ndng dd chinh x4c khoang 40 pg/mL.

- Dung dich chudn CC - B : Liy 1,00 mL dung dich chudn CC - A pha trong vira
da 25,0 mL MeOH thu dugc dung dich CC - B co nong do CC chinh xac khoang
40 pg/mL.

- Dung dich chuén 1am viéc trong huyét tuong WS CCI Lay chinh xic 2 mL
dung dich CC - B ¢6 du¢i dong khi nito & 40°C: dén' can, hoa tan can trong 20,00 mL
huyét tuong trang thu duoc dung. dich chuan lam viéc WS - CCI c6 nong d6 CC chinh
xac khoang 4000 ng/mL.

- Dung dich chuén lam viéc trong huyet twong WS CC2 Lay chmh xac 500 pL
dung dich CC - B c6 dudi dong khi nito'd 40°C-dén’ ‘can, hoa tan can trong 20,00 mL
huyét tuong trang thu dugc dung dich chuan lam viéc WS - CC2 co ndng @6 CC chinh
xac khoang 1000 ng/mL.

Tir dung dich chuan 1am viéc WS - CC1 va WS - CC2, ph01 hop véi huyét tuong tring
theo bang PL 3.1 dé dugc cac mau duong chudn trong khodng nong d6 30 - 4000 ng/mL.

Béang PL 3.1. Chuén bj dudng chuan

Miu Blank | Zero | S1 S2 S3 | S4 S5 Sé S7 S8

Néng do ‘ 1000 | 2000 | 2500 | 3000 | 4000
| (ogn) Blank | Zero | 30 | 100 | 500 | 1000 \

Vi uwiag (uL) | 1000 | 1000 | 970 | 900 | 500 | 1000 | 500 [ 375 | 250 0

Vis.aoir (Wl = : . : - - | 500 | 625 | 750 | 1000

P —

Vws.cca(uL)| - - 30 | 100 | 500 | 1000 | - d 5 3

Xir Iy miu
Thém chinh xé4c 50 pl dung dich chudn ndi 1dm vige vao 1 mL huyét twong da
chuén bj. Lic xody 5 gidy. Thém 5 ml diethyl ether : n - hexane (80 : 20). Lic ngang 5



phit, ly tam 5000 vong/ phtt x 5 phut & 4°C. Hit 3,5 ml 16p dung moOi phia trén, ¢ kho
duéi dong khi N2 & 40°C. Cho vao cdn 500 pl pha dong (MeCN - dung dich d¢m
phosphate 20 mM pH 4,2 ty 1& 55:45), lic xody 30 gidy, ly tdm 5000 vong/ phut x 5 phut
& 4°C. LAy 16p dich phia trén dé sic ky.

Piéu kién phan tich:

- Cot: Atlantis dC18 (250 x 4,6 mm; 5 pm)

- Téc d6 dong: 1,0 ml/phut.

- Detector UV: 230 nm.

- Thé tich tiém: 100 pl.

- Pha déng: Acetonitril - nuéc duge didu chinh dén pH = 2,5 + 0,2 bing acid
phosphoric (55:45).
3. BAO CAO KET QUA

3.1. Chuin bj miu xiy dyng dwdng chuin

- Lugng cin chuin CC: 50,49 mg

- Luong can chuan IS: 50,28 mg

= Tién hanh chudn bi mAu chuin dé xay dung duong chuan nhur chi dan trong muc
2. Chuan bi 05 dudng chuan riéng biét. Xir Iy mau theo qui trinh.
3.2. Két qua sic ky miu xiy dung duong chuin

Sic ky cac mAu theo phuong phap qui dinh. Ghi lai sdc ky db va d4p tmg pic.

Két qua:

Bang PL 3.2. Dién tich pic ¢ac chit phan tich ciia cac dudng chuén thyc nghiém

Nbng cC1 cC2 CC3  cc4 CCs
(ngmL) [ CC IS cc | 18 | cc|f 18 | cc | 18 cC IS
302 3495 | 194719 | 3153 | 183871 | 3700 | 182908 | 3050 | 172109 | 3042 | 172152
1005 | 9922 | 196788 | 8980 | 187888 | 9471 | 185137 | 9095 | 174774 | 8886 | 173223
502,5 | 44493 | 197353 | 39337 [ 171389 | 39790 | 171122 | 41048 | 171027 | 40438 | 168341
1005 | 88364 | 194284 | 84889 | 184980 | 85303 | 182885 | 79507 | 172724 | 79530 | 172733
2010 | 172711 | 194834 | 170200 | 186851 | 170909 | 185475 | 161175 | 176133 | 156061 | 174285 |
2513 | 232421 | 208025 | 215826 | 187374 | 221116 | 189331 | 200927 | 172509 | 200628 | 172582 |
3015 | 278740 | 212701 | 256308 | 185331 | 260231 | 185148 | 240267 | 166813 | 247023 174599
4020 | 339700 | 189422 | 340470 | 182974 | 315409 | 167034 | 320949 | 172762 | 331929 | 177773




3.3, Xir Iy 0 ligu
3.3.1. Tinh F

Tu dir liéu thuc nglnf;m dung F - test dé xac dinh mtc d§ ddng nhat cia tip hgp
két qua thu dugc dya trén két qua clia hai mirc ndng do LLOQ va ULOQ dé kiém tra.

Bing PL 3.3. Két qua dénh gié gié trj F

(A LLOQ ULOQ

Pudng chuin CC IS CC/IS CcC IS CcCns
: 1 3495 | 194719 0,0179 339700 | 189422 | 1,793
2 3153 | 183871 0,0171 340470 | 182974 | 1,861
HEE 3700 | 182908 0,0202 315409 | 167034 | 1,888
4 3050 /| 172109 10,0177 320949 | 172762 | 1858
i 5 3042 | 172152 0,0177 | 331929 | 177773 | 1867
VAR codn |, 0,00000144 o 0,00127

F thuc ' _ R . 879,9

F bang - R 156

Nhan xét: F thuc > F bang Can SUr dung he so trong s0.

3.3.2. Khdo sdt va ltra chon mo. hmh trong 6

- Khio st trén céc md hinh trong so 1 l/x 12, l/x”2 dé Iva chon mé hinh phu
hop nhit.

Bz’mg PL 3.4. Kétqué mb hinh trong s6: 1

. " Pp diing (%) ciia duwdong chuin
| Dung djch CCl1 | cC2 CC3 | cc4 | ccs Tong
. SI 101,6 1404 |V 151,0 "|" 114,0 V| ' 1322 |
82 103,8 | 1084 +| 111,3 + |~ 107,7 " |~ 111,9
| S3 99,7 |. 1002 [ 99,6 |, 102,0 | 1035
| S4 101,6 99,6 99,6 98,2 99,0
S5 99,5 98,6 98,3 97,8 96,2
86 100,4 99,7 99,6 99,6 99,9
- 87 98,2 99,7 99,9 102,6 01,3
S8 100,9 100,6 100,6 99,3 100,3
| Slope 0,000441 | 0,000461 | 0,000467 | 0,000465 | 0,000463
| Intercept | 0,004418 | -0,00238 | -0,00107 | 0,001717 | - 0,00083
. 0,9998 | 0,9999 | 09999 | 09997 | 0,9998
___RE 10,8 51,8 66,0 31,6 54,0 214,2




Bing PL 3.5. Két qua m6 hinh trong s0: 1/x

D{ diing (%) ctia duwdng chuéin

Dung dich CCl1 cC2 CcC3 CC4 CC5 Tong
Sl 97,3 104,4 105,4 97,9 98,4
S2 102,5 98,0 98,1 103,1 102,2
S3 99,5 98,6 97,6 101,3 102,1
sS4 101,6 99,2 99,1 98,0 98,6
S5 995 | 987 | 984 | 978 | 963
S6 100,4 99,9 99,9 99,7 100,1
S7 98,2 100,1 100,3, 102,8 101,6
S8 1009 | 101,0 101,2 99,5 100,6
Slope 0,000441 | 0,000458 | 0,000463 | 0,000463 | 0,000461
Intercept | 0,00500 | 0,002722 | '0,00549 | 0,004024 | 0,003978
r 0,9999 | 1,0000 | 0,9999- | 09998 | 09998 -
RE 10,9 10,9 13,7 144 | 16,8 66,7
Bing PL 3.6. Két qua md hinh trong sé: 1‘{x2
D) ding (%) ciia dwomg chudn
Dungdich | CC1 cC2 cC3 cc4 CC5 Téng
S1 992 .| 1008 | 1008 .| 990: |5 .99,3
S2 102,8 97,5 |. 974 1033 | 1023
S3 99,3 992 | . 982 | 1012 102,0
S4 101,2 99,9 99,9 97,8 + | 98,5
S5 99,1 99,5 99,3 97,6 96,1
S6 100,0 100,7 100,8 99,4 99,9
S7 97,9 1008 | 1013 102,5 101,4
S8 100,5 101,8 102,1 99,3 100,5
Slope 0,000443 | 0,000454 | 0,000458 | 0,000465 | 0,000461
Intercept | 0,00469 | 0,003329 | 0,00627 | 0,003823 | 0,00384
r 0,9999 0,9999 0,9999 0,9997 0,9998
RE 9,1 8,1 10,2 13,9 12,4 53,7




Bing PL 3.7, Két qua md hinh trong sé: 1/x'2

e D§ ding (%) ciia dudng chudn
pung dich CC1 CcC2 CC3 CcC4 CCs Tong
sl 96,2 132 | 1169 | 1008 | 1037
0 82 102,2 100,5 | 1014 103,9 103,7
s3 99,5 | 989 98,0 101,4 102,2
4 101,5 99,2 99,1 | 98,0 98,6
S5 . 99,5 98,6 983 | 97,7 96,2
- s6 1004 | 99,8 99,7 99,6 100,0
&7 98,2 99,9 |.-100,0 | 1027 | 1015
S8 1009 | 1008 | 1009 | 994 100,5
Slope 0,000441 | 0,000459 |:0,000465 | 0,000464 | 0,000461
Intercept | 0,005141 | 0,001465 | 0,003831 | 0,003602 | 0,003218
r 10,9999 | 11,0000 40,9999 | 10,9998 | 0,9998
RE 1,7 | A81c | 242000141 | 168 /84,9

Hinh PL 3.1, Db thi phin dur cita c4c dudng chudn thyc nghi¢m theo mo hinh trong s0 1/%*

Bing PL 3.8 Két qué tdng hop x4c'dinh hé sb trong sb

s, gk W RO, B

, Yot 30 HidanoI8R A
g ST
1/x , 63,2

Luya chon hé s trong sb: 1/x?

110

100

Do dung (%)

90

DO thi phan du

0 1

*CC1

000

mCC2

2000

ACC3

3000

~CC4

( 4000
Nong 49 (mcg/mL)




3.3.3. Két qua xdy dyng dwong chudn ciia mé hinh lya chon (1/x%)

Bing PL 3.9. Két qua khdo sét dudng chuéin theo mé hinh trong s6 1/x2

Duong Miu S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
chuéin T )
Nomgdd | 399 | 1005 | 502,5 | 1005 | 2010 | 2513 | 3015 | 4020
(ng/mL) ’ t
CCl | Ppding% | 992 | 1028 | 99,3 | 101,2 [ 99,1 | 100,0 | 979 100,5 |
PTHQ, r y = 0,000443*x + 0,004691; r=0,9999
CC2 | Pyding% | 1008 [ 97,5 | 992 | 999 | 99,5 [ 100,7 | 100,8 | 1018
PTHQ, r y =0,000454*x + 0,003330; r=0,9999
CC3 | Pyding % | 1008 | 97,4 | 982 | 99,9 | 99,3 | 1009 | 1012 | 102,
PTHQ, r y = 0,000458*x + 0,006269; r=0,9999
CC4 | Pypding% | 99,0 | 1033 [ 1012 ['97,7 | 97,6 | 99,4 | 1025 | 993
PTHQ, r y=0,000465*x + 0,003823;  r=0,9997
CC5 | Ppding % | 993 | 102,4| 1020 |'985 | 96,1 | 99,9 | 1014 | 100,5
‘PTHQ, r " y=0,000461*x + 0,003839; r=0,9998

y: 1y s dién tich pic. CC/IS; x::né‘ng dé CC trong huyét tiong

Két luin: Pudmg chudn thyc nghiém theo m hinh trong s& 1/x? ddu thoa man

cac yéu cau qui dinh:

- D§ diing so v6i gid trj thye cia céc ndng 4 déu dat tir 85 - 115%, trix tai diém
LLOQ dugc chip nhin 80% - 120%.

- C6 hé sb tuong quanr > 0,98,
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