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SUMMARY

An HPLC procedure was developed for the simultaneous determination of
metformin.HCI and vildagliptin in their film-coated tablets as: column Hypersil ODS (150
X 4.6 mm, 5 um), detector 218 nm, injection volum 20 ul, flow rate 1,0 ml/min, mobile
phase: sodium 1-heptansulfonat solution (pH 3,85) — ACN with a gradient program. The
validation results for system suitability, specificity, linearity range, precision, and
accuracy showed that this method was conformed to the ASEAN requirements.

T khoa: dinh lwong dong thoi, vildagliptin, metformin, HPLC.
Pit van dé

Vildagliptin 13 mot thuéc ha duong huyét c6 tic dung e ché enzym dipeptidyl
peptidase 4 (DPP-4). Thubc duoc chap nhan dua vao st dung & chau Au tir nam 2007 véi
tén biét dugc 1a Galvus (Norvatis). Ngoai dang don chat, thudc con dugce phdi hop véi
metformin trong vién hén hop Galvus-Met (Norvatis) véi  ham lwong
metformin/vildagliptin tuvong tmg 14 500/50, 850/50 va 1000/50 mg/vién. 2 hoat chat - nay
c6 tinh tan khac nhau, ndng d6 trong vién khac nhau rat xa. Chinh vi vdy, nha san xuét da
dung 2 quy trinh dinh luong riéng biét dé xac dinh ham lugng 2 thanh phan nay.

Do ¢0 hiéu qua ph01 hop t6t, dang ché pham phdi hop metformin va vildagliptin
xuét hién ngay cang nhiéu trén thi trudng Viét Nam. Mot s6 tac gia dd tim cach xac dinh
ddng thoi 2 thanh phan nay trong dich sinh hoc. Cac phuong phap di duoc sir dung bao
gdm quang phd tir ngoai [1] va HILIC-MS/MS [5]. O Viét Nam, tic gia Phan Thanh
Diing va cong su da xay dung quy trinh dinh lugng dong thoi 2 thanh phan nay trong ché
pham bang HPLC [4]. Tuy nhién két qua khao sat cho thdy phuong phap nay chua phu
hop trén déi twong mau thuc nghiém tai co so. Do vy, dé phuc vu cho qué trinh nghién
ctru bao ché, chiing t6i da xay dung mot phuong phap HPLC khac nhiam dinh luong dong
thoi vildagliptin va metformin trong vién bao da thanh phan phu hop véi diéu kién thuc
té. Dué6i day 1a cac két qua nghién ctru thu duoc.

Nguyén li¢u va _phuong phap nghién ciru

Hoéa chat thuédc thir: cac hoa chat loai HPLC do cac hang hoa chét Prolabo,
Merck cung cAp; Chuin lam viéc metformin.HCI, s6 16: 20180808A, ham luong 99,7
%, do Fengcheng group Co.Ltd san xuit; Chuin lam viéc vildagliptin sd 16
20181101Q, ham luong: 99,6 % do Jiangxi Synergy Pharmaceutical Co.,Ltd san
xuat; Vién Galvus-Met (lot WUMS66) c6 chira 50 mg vildagliptin va 850 mg
metformin.HCI do Novartis san xuat.

Thiét bi: Hé thong sac ky long hiéu niang cao Shimadzu L20155518195 c6 hé
thdng tiém mau ty dong, can phan tich 4 s6 Mettler Toledo XPE 105 (Thuy S¥).

Phwong phap nghién ciru
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Chudn bi mau chudn: chuan bi cac dung dich chuan trong acetonitril (ACN) —
nuéc (1:40) c6 néng d6 metformin.HCl (MET) khoang tir 40 dén 100 pg/ml va
vildagliptin (VIL) tu 2,5 dén 6,0 pg/ml.

Chudn bi mau thir: BOC bo 16p bao phim ciia 20 vién, céan, tinh khoi lugng trung
binh vién (KLTB) réi nghién thanh bot min. Can chinh x4c mot luong bot vién twong
duong v6i khoang KLTB cho vao binh dinh mirc 100,0 ml, thém khoang 70 ml nuéc cét 2
lan, siéu 4m 15 phut, thém nudc vira di. Loc qua gidy loc, bo 20 ml dich loc dau. Pha
lodng dich loc 100 1an bang ACN — nudc (1:40). Loc qua mang loc kich thudc 0,45 pm va
tién hanh tiém séc ky.

Xdy dung phuwong phap

Phuong phap sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC) véi cot Hypersil ODS (150 x 4,6
mm, 5 pum), téc do dong 1,0 ml/phut, thé tich tiém miu: 20u] di duogc lua chon dé khao
sat xay dung phuong phap phén tich dong thoi metformin va vildagliptin. Cac yéu t6 can
xéac dinh gom budc song phat hién va pha dong, trong d6 khao sat cac hé dang dong 12 a)
dung dich dém phosphat pH 3,5 — ACN (85:15), b) dung dich dém phosphat pH 6,0 —
ACN (80:20), c¢) dung dich dém natri 1-heptansulfonat pH 3,85 — ACN (90:10), va
gradient voi hé dung dich dém natri 1-heptansulfonat pH 3,85 — ACN.

Thim dinh phwong phép

Theo huéng din tham dinh phuong phép dinh lugng cia ASEAN[2], phuong phap
xay dung da dugc tham dinh céc tiéu chi: tinh tuong thich ctiia hé théng, do chon loc - dac
hiéu, khoang ndng do tuyén tinh, d6 lip lai, ¢ ding, d6 chinh xac va d6 on dinh cta cac
dung dich.

Xt 1y 56 liéu

Céc sb liéu thu duge dugce xir ly théng ké trén phén mém Microsoft Excel.

Két qua nghién ciru

Xdy dung phwong phadp

Xac dinh buéc séng phat hién: Pho hap thu tr ngoai ctua dung dich timg chét da
dugc xac dinh. Pho hap thy cua vildagliptin (hinh 1-a) thé hién kha niang hap thu tir ngoai
kém, d6 hap thu giam dan tir 200 dén 240 nm trong khi d6 metformin cho phd hap thu
(hinh 1-b) vé6i cudng d6 manh tai cuc dai 239 va cuc tiéu 218 nm. Trong nghién ctru nay,
thanh phan metformin c¢6 nong do vuot trdi so vai vildagliptin (850 mg vs 50 mg/vién).
Vi vay, uu tién cho vildagliptin, chang t6i Iyra chon buéc séng cuc tiéu cua metformin 1a
218 + 1 nm d¢é tién hanh phép dinh luong.

Hinh 1: Phé hdp
thu tu ngoai cua
cac chat

| 1a }Viid;gﬁlip.ir{ o ) ~ T 1bMetf0rm|n T o
Xdc dinh hé pha déng: Chuan hon hgp 2 thanh phan va dung dich pha mau lan lugt
dugc phan tich vi cac pha dong nghién ctru.
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Hinh 2: Sdc ky dé ciia chudn hon hop metformin va vildaglipin voi cdc pha
dong dang dong

Két qua (hinh 2) cho thy ca 3 pha dong khi chay dang dong déu khong dat yéu
cau phén tich. Pha dong a) pic metformin trung voi pic dung méi. Pha dong b) cho pic 2
chat gén trung nhau hoan toan (1,6 va 1,8 phut). Pha dong c) sau 25 phdt phan tich van
chua thay pic vildagliptin (hlnh 2¢). Trén co so pha dong c), chiing toi tién hanh gradient
dung moéi dé thu duoc 1 sic ky dd c6 2 pic tach nhau hoan toan (d6 phan giai >24) (hinh

3).
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<Peak Table> PDACh1218nm

Peak#| Ret. Time Area Conc. Tailing Factor Resolution(USP) NTP(USP)
1 5.869 2526681 98.953 1.460 - 3174
2 13.928 26725 1.047 0.924 24.887 64681
Total 2553407 | 100.000

Hinh 3: Sdc ky do ciia dung dich metformin va vildagliptin véi pha dong 3 theo chwong
trinh gradient.
Chuong trinh dung méi phu hop dugc dua ra trong bang 1.
Bdng 1: Chwong trinh dung méi phit hop dé phan tich dong thoi metformin va

vildagliptin
Thoi | Tylédém | Tylé ACN | Thoi Ty 1€ dém Ty 1€ ACN
gian (%) (%) gian (%) (%)
0 90 10 14 75 25
3 90 10 15 90 10
13 75 25 25 90 10

Thém dinh quy trinh ’ ’ , ‘ ?
N Tinh twong thich cua h¢ thong: tién hanh sac ky 6 lan cung mét dung dich chuan
hon hgp c¢6 chira khoang 85 pg/ml metformin va 5,0 pg/ml vildagliptin. Két qua dua ra

3
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trong bang 2 cho thdy RSD ctia ca thoi gian luu, dién tich pic, hé s6 doi ximg (T), va sb
dia 1y thuyét (N) cua timg chit déu khong vuot qua 2 %, phu hop v6i yéu cau cla
ASEAN. D6 phan giai cua pic vildagliptin véi pic tap gan nhat (thoi gian leu khoang 11,2
phut) ludn luén 16n hon 5.

Bang 2: Két qua xdc dinh dg phit hop hé thong

MET VIL
STT [ T S T S

(ohat) | (mAus) | T N1 phat) | (mAus) | R T N
1 | 5860 | 5011514 | 1,626 | 2901 | 13938 | 21667 | 5.433 | 1,076 | 66899
2 | 5863 | 5012921 | 1,619 | 2881 | 13.927 | 21535 | 5.666 | 1,049 | 66676
3 | 5866 | 5007265 | 1,620 | 2837 | 13.930 | 20779 | 5.868 | 1,039 | 67523
4 | 5857 | 5005340 | 1,617 | 2870 | 13.921 | 21131 | 5.215 | 1.027 | 67024
5 | 5865 | 5003015 | 1,619 | 2900 | 13.927 | 20882 | 5541 | 1021 | 67577
6 | 5860 | 5001506 | 1,614 | 2856 | 13.926 | 20832 | 5.332 | 1,038 | 67611
TB | 5862 | 5006942 | 1,619 | 28742 | 13,928 | 21137.7 1042 | 67218
RSD | 506 | 009 | 025 | 088 | 004 | 180 187 | 0,60
(%)

Do chon loc - dac hiéu i
Tién hanh phan tich cdc mau: placebo, placebo thém chuan timg chat, placebo
thém chuan hon hop, va mau thir theo phuong phap da xay dung.
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Hinh 4: Sdc ky do cdc mau placebo, placebo thém chudn va thir

Sac ky do thu dugc (hinh 4) cho thay placebo khong cho pic tai vi tri tuong tng
v0i pic cua cac chat chuan. Dung dich thir cho céc pic c6 thoi gian luu va phd hap thu tir
ngoai gidng véi thoi gian luu va phd tir ngoai twong ung véi cac chat metformin va
vildagliptin trén cac sic ky do placebo thém chuan. Piéu d6 ching to phuong phap tién
hanh cé tinh dac hiéu cao.

Mic du thoi gian luu cta 2 pic cach nhau rit xa nhung khi thay di ti 16 dung méi,
mot s6 ta duge ciing cho pic & ving giira 2 pic. Vi vay chiing toi khong diéu chinh dé
vildagliptin ra sém hon.

Khodng nong dg tuyén tinh: Tién hanh sic ky ddy dung dich chuan hdn hop c6
ndng d6 metformin tir 42,3 dén 101,6 pg/ml va vildagliptin tir 2,58 dén 6,18 pg/ml theo

4
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quy trinh d3 lya chon. Két qua (bang 3, hinh 5) cho thdy trong khoang nong do khao sat,
ca metformin va vildagliptin déu cho cac dap g ti 1€ thudn v6i nong do moi chat, voi h¢
s6 tuong quan cao (r > 0,99), do chéch (CV) thap (khdng qué 3%), phu hop véi yéu cau
chung cia mot phuong phap phan tich dinh lugng.
Bang 3: Két qua khdo sdt khodng tuyén tinh

MET VIL
STT| Nong dé S CcVv Nong do S CcV
(Lg/ml) (MmAu.s) (%) (Lg/ml) (MAu.s) (%)
1 42,3 2450967 -2,00 2,58 11288 -2,93
2 59,2 3493795 -0,22 3,61 15103 2,69
3 76,2 4530466 1,02 4,64 19791 1,58
4 84,6 5041997 1,47 5,15 22868 -2,10
5 93,1 5555441 1,90 5,67 24510 0,75
6 101,6 6398264 -2,76 6,18 27098 -0,47
y = 64434x — 329239 y = 4449,29x - 527,62
r2=0,9943 r2=0,9961
Metformin Vildagliptin

y=64434x- 329239

R-0.9943 P

100 110

y=44493x-527.62
R?=0.9961

Hinh 5: Dé thi biéu dién twong quan tuyén tinh giita dién tich pic va nong dg cdc

chat

B¢ diing, @ chinh xac: Tién hanh phan tich cac mau LQC, MQC va HQC la céc
placebo thém chuén tuong ung voi khoang 60, 100 va 110 % so voi noéng do dung dich
thtr theo quy trinh vira xay dung, moi nong do 6 mau doc 1ap. Tinh toan ham luong, so
sanh voi ham lugng thuc cia miu. Két qua duoc dua ra trong bang 4 cho thiy phuong
phap c6 d6 dung va do chinh xac cao voi ti 16 tim lai déu tir 98 dén 102 %, RSD < 2 %.

Bdng 4: Két qua khdo sat dé ding, dg chinh xac

Metformin Vildagliptin
Lugng | Luone | gy g Luong | Luons | 1y i
Phep | Sruan | AUan 1 yhy | RsSD | SMRAM | amaAn by | RSD
- thém tim A thém tim A
thir A £ hoi | (%) A X hoi | (%)
vao thay (%) vao thay (%)
(9) (9) (9) (9)
O 1 0,5021 | 98,9 0,0310 | 100,4
o1 2 0,5078 | 0,4988 | 98,2 | 1,16 | 0,0309 | 0,0313 | 101,3 | 1,79
3 0,4989 | 98,2 0,0321 | 104,0
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Metformin Vildagliptin
Lwong | Lwong . Lwong | Lwong 1A
Phép °'r‘]‘}§‘“ chuin Ttme Rgp | chudn | chuin T%Je RSD
thi | TEM | UMb s ey | TEM UM s | (os)
vao thay (%) vao thay (%)
(9) (9) (9) (9)
4 0,4951 | 97,5 0,0310 | 100,4
5 0,5040 | 99,2 0,0306 | 99,2
6 0,4877 | 96,0 0,0319 | 103,1
1 0,8383 | 99,0 0,0509 | 98,8
2 0,8394 | 99,2 0,0510 | 99,1
Q 3 0,8454 | 99,9 0,0502 | 97,5
S 4 | 08464 rg308 [ os2 | 084 | 00515 mpos17 1003 | 102
5 0,8307 | 98,2 0,0513 | 99,6
6 0,8266 | 97,7 0,0505 | 98,1
1 0,9143 | 98,2 0,0558 | 98,5
2 0,9215 | 99,0 0,0573 | 101,1
Q 3 0,9330 | 100,2 0,0556 | 98,0
€[4 0,9310 | 0,9314 | 100,0 0,92 | 0,0567 0,0570 | 100,5 132
5 0,9216 | 99,0 0,0570 | 100,5
6 0,9122 | 98,9 0,0572 | 100,9

D6 chinh xdc trung gian:so sanh két qua dinh luong cing 1 mau thir trong 3 ngay
khac nhau boi nhitng nguoi khac nhau. Ket qua (bang 5) cho thay phuong phap dat yéu
cau vé do chinh x4c trung gian v6i RSD mdi ngay va ca 3 ngay déu khong qué 2 %.

Bdng 5: Két qua xdc dinh @6 chinh xdc trung gian
Ham lugng % so voi nhan | Ham luwgng % so véi nhan
STT cua MET cua VIL
Ngay 1 | Ngay 2 | Ngay 3 | Ngay 1 | Ngay 2 | Ngay 3
99,4 99,1 100,4 101,4 100,2 102,0
100,5 98,5 98,1 104,1 101,8 100,2
100,0 100,0 99,8 102,5 101,7 102,2
100,9 98,2 101,1 101,2 102,1 100,0
100,5 99,1 100,5 101,7 98,4 102,3
100,8 97,5 100,0 101,2 103,6 100,3
Mbi B 100,4 98,7 100,0 102,0 101,3 101,2
ngay (%) RSD | 0,56 0,88 1,03 1,11 1,76 1,09
3ngay | TB 99,7 101,5
(%) | RSD 1,07 1,33
Nhu vay, phuong phap vira xay dung da dap tmg duoc cac yéu cau ciia ASEAN vé
quy trinh phan tich.
Ung dung

OB IWINF-
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Phuong phap di dugc sir dung dé dinh luong cac thanh phan co trong ché phdm
Galvus-Met 50mg/850mg (lot WUMG66). Két qua thu duoc (bang 6) ham luwong cua
metformin va vildagliptin 1an luot 12 98,6 (+0,27) % va 100,2(+1,2) % so v6i ham luong
ghi trén nhén.

Bdng 6: Két qud dinh lwong mdu thir
MET VIL
Ham lugng S Ham lugng

Luong
Mau can S
(@ | (mAus) (mg) | (%) |(mAu.s) (mg) | (%)

Chuan MET | 0,8670 | 5455341
Chuan VIL | 0,0507 21976
Thi 1 0,9924 | 5177239 | 836,43 | 98,4 22481 49,75 | 99,5
Thu 2 0,9788 | 5114436 | 837,77 | 98,6 22159 49,72 | 994
Thu 3 0,9968 | 5227964 | 840,90 | 98,9 23067 50,82 | 101,7
TB (%) 98,6 100,2
Ban luan
Metformin 1a mot hoat chat thudng dugc str dung trong diéu tri bénh tiéu duong va
rat hay dugc dung dang phdi hop véi cac thude tri tiéu duong nhom khac nhu cac
sulfonylurea (glibenclamid, gliclazid, glimepirid,...), cac gliflozin (dapagliflozin,
canagliflozin,...), cac thudc e ché DPP-4 (saxagliptin, alogliptin, vildagliptin,...). Trong
hau hét cac truong hop, do tinh tan qua khac nhau (metformin.HCI than nudc, tan tét
trong nudc, con vildagliptin than dau, tuy rang ciing tan trong nudc) va chénh léch nong
d6 giita 2 chat qua 10n, cac thanh phan nay thudng duoc dinh lugng bang cic quy trinh
dinh luong khac nhau, trong d6 quy trinh dinh lwong metformin thudng cé chét tao cip
ion nhu natri hexasulfonat, natri heptansulfonat,...[3]. Do vay ching t6i cung dung mot
trong cac chat tao cdp ion nay dé phan tich metformin. Tuy nhién, qua khao sat, & dicu
kién trén vildagliptin lai luu lai qué lau trong cot. Vi vy, chuong trinh dung moéi 13 hét
strc can thiét dé c6 thoi gian phan tich ngan hon.
Vi ¢0 pha dong va chuong trinh chay don gian hon nén phuong phap cua tac gia
Phan Thanh Diing va cong su [4] (pha d0ng a) cling da dugc khao sat. Tuy nhién két qua
thu duoc khong kha quan: co thé do sy khac nhau cua cot, hé thong phan tich va ta duoc
trong vién, o diéu kién nay, chung toi thu duoc pic metformin.HCI ra qua nhanh (do hoat
chat nay than nudc nén it bi luu giir trong cot) va lan voi céc pic tap, 1am anh huodng téi
qua trinh phan tich. Chinh vi vy chat tao cap ion (natri heptansulfonat) da dugc st dung
dé lam tang thoi gian luu cia metformin va chuong trinh dung méi d4 gitp vildagliptin ra
nhanh hon. Két qua tham dinh cho thay cac xu ly trén 1a hoan toan phu hop. Phuong phap
vira xdy dung cho phép dinh luong dong thoi 2 thanh phan c6 néng do va tinh tan rat khac
nhau 1a metformin va vildagliptin véi do dac hi¢u cao, do dung va do chinh xac tdt, ¢
tuong quan tuyén tinh trong khoang nong do nghién ctru.
Cac nghién ctru trude day khi dinh lugng dong thoi 2 thanh phan nay (MET va
VIL) déu ding budc s6ng Xac dinh tir 210 nm tro xudng[4], [6]. Ngoai ly do vu tién cho
VIL nhu d4 n6i & trén, chdng tdi lua chon budc song 218 nm nham han ché phan 16n anh
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huong c6 thé xay ra do d6 hap thu cao cua cac tap (c6 trong dung moi va trong mot sb ta

duogc) & ving bude song thap.

Phuong phap méi xay dung ciing dd duoc sir dung dé dinh lwong 1 maiu Galvus-

Met (lot WUMG66) mua trén thi trudng. Do khong du hoa chat, chung t6i khong thé so

sanh voi phuong phap cia nha san xuét ra thudc gc (Norvatis). Tuy nhién két qua thu

duge ciing cho thiy vién dat chi tiéu nay cua tiéu chuan co so (95,0 dén 105,0 % so véi
ham luong ghi trén nhin ciia mdi chét), dat yéu cau vé ham luong cua thude dang luu
hanh trén thi truong.

Két luan
Nghién ctru da xay dung dugc mot phuong phap hi€u qua, chinh xac dé dinh luong

dong thoi metformin va vildagliptin trong che pham dang vién hdn hop. Két qua tham

dinh cho thay phuong phéap c6 d6 dic hiéu tét, d6 dung va do chinh xé4c cao trong khoang
tuyén tinh (tir 42,3 dén 101,6 pg/ml véi metformin va tir 2,58 dén 6,18 pg/ml véi
vildagliptin), c6 thé sir dung dé kiém tra chat lwong mot s6 ché pham c6 trén thi truong.
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