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XAY DUNG QUY TRINH PHAN TiCH VA THAM PINH PHUONG PHAP PINH
LUQONG L-CYSTINE TRONG VIEN NANG MEM

BANG PHUONG PHAP SAC KY LONG HIEU NANG CAO

TOM TAT

Muc tiéu: Pé tai nay dwoc thwe hién nham muc
tiéu xay dwng va thdm dinh quy trinh dinh lwong
L-cysteine trong vién nang mém bang phuwong
phap séc ky 16ng hiéu nang cao (HPLC) dé cung
cdp mot phwong phap tham khao gilp cac nha
san xuat dwoc phdm, thwc phdm bd sung trong
nudc co thé kiém tra chat lwong nguyén liéu dau
vao dwoc nhap khau tir cac nha cung cap nguyén
liéu nwéc ngoai va xay dwng phwong phap kiém
nghiém thanh phadm cho s&n phadm ctia minh, phuc
vu cho viéc dang ky lwu hanh sén pham va kiém tra
chét lwong san pham.

Phwong phap: Phwong phap dinh lwong bang
sac ky 16ng hiéu nang cao, x& Iy mau bang dung
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dich HCI 0,1 M va x®& ly s6 liéu bang phwong phap
thdng ké.

Két luan: Pa xay dung dwoc phwong phap dinh
lwong L-cystine trong vién nang mém Beautycap
bang phwong phap HPLC, vé&i didu kién sac ky
nhw sau: cot sac ky: C-18 (4 mm x 150 mm; 5 ym);
detector: UV-240 nm; tbc do dong: 0,8 ml/phut, thé
tich tiém mau: 20 pl; pha dong: hén hop gébm 5 thé
tich acetonitril va 95 thé tich natri hexan sulfonate
0,005 mol/l trong dung dich dém phosphat 0,1%.
MA&u phan tich dwoc xt ly bang cach chiét véi dung
dich HCI 0,1 mol/l.

Twr khoa: L-cystine, HPLC, dinh Ilwong, tham
dinh, vién nang

ABSTRACT

DEVELOPMENT AND METHOD VALIDATION
OF ANALYTICAL PROCEDURES FOR L-CYS-
TINE IN SOFT CAPSULES BY HPLC
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Objective: This study was carried out with the
aim of developing and validating a procedure for
the quantification of L-cysteine in soft capsules
by high performance liquid chromatography
(HPLC) to provide a reference method to help
domestic pharmaceutical and food supplements
manufacturers to check the quality of input materials
imported from foreign raw material suppliers and
develop a method of testing finished products for
their own products, serving the product registration
and product quality control.

Method: Quantitative determination by high
performance liquid chromatography (HPLC),
sample preparation with 0.1 M HCI solution and
data processing by statistical method.

Conclusion: A method for quantification of
L-cystine in soft capsules has been developed
by HPLC method, with simple chromatographic
conditions. This method is applicable, the solvents
and chemicals are common and available in
testing centers and quality control departments at
production facilities equipped with HPLC machines.

Key words: L-cystine, HPLC, quantification,
validation, capsules

I. DAT VAN BE

L - Cystine 1a mot acid amin khong thiét yéu duwoc
tim thay trong nhiéu loai thwc phadm chra protein.
L-cysteine c6 tac dung chdng lai cac géc tw do,
lam cham qua trinh 1do hoa va tai tao da [6]. Ngoai
ra, loai amin nay con lam gidm qua trinh san xuét
sac t& melanin nén giup da bét sam den. Vi vay,
L-cystine ciing thuwoéng duwoc st dung trong diéu tri
mun trirng ca. D6i véi dang thubc, dén nay da co
62 ché pham dwoc Cuc Quan ly Dwoc cip sb dang
ky dwdi dang don chat hodc phdi hop [8]. Trong
nhirng nam gan day, truéc sy phat trién manh mé
ctia nganh thwe phdm chire ndng va y hoc ca nhan
héa, hang tr&m s&n phadm chira L-cystine san xuét
trong nwéc va nhap khau da dwoc cép phép lvu
hanh v&i cac chi dinh chinh la lam cham qua trinh
&0 hoa, tai tao da va lam sang da, dung riéng ré
hodc két hop véi glutathion [6]. Sw bung nd vé sb
lwong san phdm dan dén bat cap trong kiém soat
chét lwong, dic biét véi nhém san pham dwoc cap
phép la thwe phdm chirc nang [9]. Vi vay, nghién
ctru nay duoc thye hién véi muc dich giup cac nha
san xuét trong nwéc cé thém cong cu kiém soat
chét lwgng nguyén liéu diu vao, chéat lwgng thanh
pham va co quan cé thdm quyén cé cdng cu giam
sat, kiém tra, trong tai vé chét lwong san pham.
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II. POl TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CU'U

2.1. P6i twong: vién nang mém Beautycap do
Coéng ty Hankook Korus Pharmaceutical Co., Ltd,
Han Québc san xuét.

Thanh phan: M&i vién nang mém Beautycap
cha:

Hoat chét: L-cystine 500 mg.

T4 duwoc: Dau co 100 mg, dau dau nanh 437 mg,
sap ong trang 30 mg, gelatin 300 mg, glycerin dam
dac 115 mg, methyl parahydroxybenzoate 1,0 mg,
propyl parahydroxybenzoate 0,2 mg, ethyl vanillin
vira dq, titanium dioxide vira dd, mau xanh sé 1
vira d0, mau vang sb 4 vira dd, nwdc tinh khiét
0,24 ml.

2.2. Phwong phap nghién cru

2.2.1. Phuwong phap phan tich

- Dung dich chudn: Can chinh xac khoang 50 mg
L-Cystine RS, cho vao binh dinh m&c 100 ml. Hoa
tan va dinh mirc bang dung dich HCI 0,1 mol/l.

- D3y dung djch chuan: Pha day dung dich
chuan c6 ndng dd L-Cystine bang khoang 50 %,
80 %, 100 %, 120 % va 150 % ndng dd dung dich
chuan gbc (néng d6 dung dich chuan gbc khoang
500 pg/ml).

- Dung dich thir: Can chinh xac lwong mau chiva
trong khéng dwdi 20 vién nang mém, twong duong
v&i 500 mg L-cystine, cho vao binh dinh mdc 100
ml. Thém 70 ml dung dich HCI 0,1 mol/l, siéu &m
va dinh murc t&i vach bang dung dich HCI 0,1 mol/l,
loc. LAy 5,0 ml dich loc, cho vao binh dinh mirc 50
ml va dinh mdc béng dung dich HCI 0,1 mol/l.

- Dung dich placebo: Can chinh xac lwgng
placebo (chi chira ta dwgc, khédng chira L-Cystine)
twong dwong véi lvgng ta duwgce trong 1 vién nang
L-Cystine cho vao binh dinh mic 100 ml. Thém 70
ml dung dich HCI 0,1 mol/l, siéu am va dinh muc t&i
vach bang dung dich HCI 0,1 mol/l, loc pha phéu
loc. Léy 5,0 mL dich loc, cho vao binh dinh mirc 50
ml va dinh m&rc bang dung dich HCI 0,1 mol/l.

- Tién hanh: Tiém riéng biét cac thé tich bang
nhau (khoang 20 pl) dung dich chuan va dung dich
thr vao thiét bi séc ky, ghi séc ky dd va do dap (rng
pic chinh.

- Tinh toén: Tinh ham lwgng, tinh bang %, lvong
L-Cystine (C,H,,N.O,S,) trén nhan theo céng thirc:

6" 12" 27472



TAP CHi Y DUPQ'C THAI BINH, SO 06 - THANG 3 - 2023

R, W, 1000 W. %P
x x X X
R, 100 W, 500 100

Trong do:

x100

Ru: Dién tich pic ctia L-Cystine thu dwgrc tlr dung
dich thir, Rs: Dién tich pic ctia L-Cystine thu duwoc
t&r dung dich chuan, Ws: Khéi lwgng L-Cystine RS
duwoc dung dé chuén bi dung dich chudn, tinh bang
mg, Wu: Khéi lwong rudt vién nang mém duoc
l4y dé& chuan bi dung dich thi, tinh bang g, Wc:
Khdi lwong trung binh cta ruédt vién nang mém,
tinh bang g, %P: Do tinh khiét (ham lwong) cla
L-Cystine RS, tinh béng %,

2.2.2. Diéu kién sac ky

S& dung hé théng sac ky HPLC model Agilent
1200, Shimadzu LC-20, khado sat so bd dé lya
chon diéu kién séc ky phu hop (pha déng, toc do
dong, thé tich tiém mau, bwdc séng dinh lwong)
bang cach thay ddi ty 1& thanh phan dung méi trong
pha déng, thay dbi tbc d6 dong va thé tich bom
mau sao cho séc ky db thu dwoc cé pic clia chét
phan tich can dbi, khdng bi ché ngon, vé&i thdi gian
lwu hop ly.

2.2.3. Tham dinh phwong phap

Thuwe hién theo huwéng dan thdm dinh phuwong
phap phan tich cia ASEAN [3].

- D6 dic higu: Tién hanh séc ky véi mau placebo
dé xac dinh xem ta dwoc c6 gay nhiéu dbi vdi pic
L-Cystine hay khéng, bang cach tiém riéng biét
céac thé tich bang nhau méu trdng (dung dich HCI
0,1 mol/l), dung dich placebo, dung dich chudn va
dung dich thir chuén bi nhw mé ta & muc 2.2.1.

- D6 tuyén tinh: Tién hanh sac ky day dung dich
chuan dwoc chuan bi nhw mé t& & muc 2.2.1. Vé
dd thi vé su twong quan gitra néng d6 chat chuan
L-cystine va&i dién tich dap trng pic.

- Do chinh xac:

+ D0 chinh xac cta hé théng: Tiém sau lan dung
dich chuan dwoc chuan bi nhw mo td & muc 2.2.1
vao hé théng séc ky. Hé thdng dat d6 chinh xac

Il. KET QUA
3.1. Khao sat diéu kién sac ky

néu gia tri RSD cla thoi gian lwu va dién tich pic
nhoé hon 2% [3].

+ PO chinh xac cta phwong phap: Tiém lan
lwgt 6 mau dung dich th&» nhw mé té& & muc 2.2.1.
Phwong phap dat d6 chinh xac néu gia tri RSD cua
dd thu héi khéng quéa 2% [3].

+ P chinh xac trung gian: Tiém 6 mau dung dich
thtr nhw moé td & muc 2.2.1 bédi 2 ngwdi lam phan
tich khac nhau vao cac ngay khac nhau. Phuwong
phap dat dd chinh xac néu gia tri RSD cutia do thu
héi khéng quéa 2% [3].

- D6 dung: Chuén bi chin ché phdm mau placebo.
Mbi ba mau dwoc thém chuén véi ndng do twong
dwong 80 %, 100 %, 140 % ctia ndng dé dung dich
chuén danh nghta: can chinh xac lwong chét chuan
L-Cystine, twong dwong véi khodng 40 mg, 50 mg,
70 mg L-Cystine, vao binh dinh m&c 100 ml trong
do da chira mét lwong placebo (chi chira ta duworc,
khéng chira L-Cystine) twong dwong véi 1/10
lwong rudt chia vién nang mém Beautycap (khoadng
64 mg). Thém 70 ml dung dich HCI 0,1 mol/l, l&c
siéu am va pha loang véi dung dich HCI 0,1 mol/l
dén vach, l&c déu. Tién hanh sac ky. Phwong phap
dat dd dung néu dd thu héi nam trong khoang 98%
- 102% va gia tri RSD cla do thu héi khéng qua
2% [3].

2.3. Trang thiét bi va héa chat.

Trang thiét bi

Trang hiét bi da dwoc hiéu chuan theo tiéu chuan
ISO/IEC 17025 va GLP tai Vién Kiém nghiém thuéc
Trung wong, bao gdm: May HPLC model Agilent
1200, Shimadzu LC-20; can phan tich Sartorius
BSA 224S; dung cu thuy tinh; may siéu am Clifton
SW1H.

Hoa chét, thubc thir va dung moi

- Chét chuan dbi chiéu: L-cystine do Cassel
Research Laboratories PVT LTD (An D) cung cép,
dé tinh khiét P = 99,86%, s6 16: CA/WS/200; dung
moi cho HPLC: acetonitrile; héa chét: natri hexan
sulfonat, kali dihydro phosphat, dung dich HCI dac.

Két qua khao sat so b lwa chon dwoc diéu kién sac ky nhu sau:

Cot sac ky: C-18 (4 mm x 150 mm; 5 ym). Pha déng: hén hop gdm 5 thé tich acetonitril va 95 thé tich
natri hexan sulfonat 0,005 mol/l trong dung dich dém phosphat 0,1%. (Dung dich dém phosphat 0,1%:
Hoa tan 1 g kali dihydro phosphat trong 1000 ml nwéc. Natri hexan sulfonat 0,005 mol/l: Hoa tan 0,94 g
natri hexan sulfonat trong 1000 ml dung dich dém phosphat 0,1%). Buwdc séng phat hién: A = 240 nm.

Tbc d6 dong 0,8 ml/phut va thé tich bom mau 20 pl.
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V&i céc diéu kién séc ky trén, pic cla chat phan tich can ddi, khong cé hién twong kéo dudi, thdi gian
lwu khoang 5,3 phat 1a phu hop (khdng qua dai khién thdi gian chay mau lau, tiéu thu nhiéu dung mai va
khéng qua ngan khién dé nhay ctia phép phan tich giam).

3.2. Tham dinh phwong phap
3.2.1. b6 dac hiéu
Tham dinh dé déic hiéu theo phwong phdp mé ta & muc 2.2.3. Két qua dworc trinh bay & Hinh 1.
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clia p|c L Cystlne tren séc ky dd cla dung dICh chuén la khoéng 5 3 phut Khéng c6 sai Iech dang ké so
véi duwdng nén (trong cd mau trang va dung mau dwoc). Vi vay, ta duwoc khdng gép phan tao ra bat ky
pic gay nhiéu nao, phwong phap c¢é tinh dac hiéu dé dinh tinh va dinh lwong L-cystine trong vién nang

mém Beautycap.
3.2.2. D6 tuyén tinh

Tham dinh d6 tuyén tinh theo phwong phap mé ta & muc 2.2.3. Két qua dwoc thé hién trong Bang 1

va Hinh 2.
Béang 1. Két qua khao sat dé tuyén tinh cia phwong phédp
or MA . Khéi lwong Néng d6 dung dich Dién tich pic
% Nong do . . _
L-Cystine (mg) L-Cystine (ug/ml) L-Cystine (mAU.s)
50 % 25,2 252,0 369,8
80 % 40,4 404,0 594,9
100 % 50,3 503,0 743,3
120 % 60,1 601,0 894,8
150 % 75,7 757,0 1112,2
Do dbc 1,4769
Giao diém - 0,477
Hé s6 twong quan 0,9999
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Hinh 2. Sdc ky dé va twong quan tuyén tinh giira néng dé L-cystine va dién tich pic
Nhan xét: Két qua khao sat cho thdy cé sy twong quan tuyén tinh gitra dién tich pic va nong do chét
phan tich trong khoang néng d6 khéo sat v&i hé sé twong quan R2 = 0,9997.

3.2.3. b6 chinh xac
Do chinh xac clia hé théng

Tham dinh dd chinh xac ctia hé théng theo phwong phap mé t& & muc 2.2.3. Két qua dwoc thé hién

trong Bang 2 va Hinh 3.

Béng 2. Két qua khao sat dé chinh xédc caa hé théng

T Th&i gian lwu cua Dién tich pic cua
L-Cystine (phut) L-Cystine (mAU.s)
1 5,289 746,8
2 5,291 7421
3 5,252 745,3
4 5,263 740,9
5 5,246 7417
6 5,271 743,1
Trung binh 5,269 743,3
RSD (%) 0,35 0,31
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Hinh 3. Sac ky dé thdm dinh d6 chinh xdc cta hé thdng
Nhan xét: K&t qua cho thdy do chinh xac cla hé théng dat yéu cau theo hwéng dan thdm dinh phwong
phap phan tich cia ASEAN [3].

Do chinh xac clia phwong phap

Tham dinh dé chinh xac ctia phwong phap theo phwong phap mé ta & muc 2.2.3. Két qué dwoc thé
hién trong Bang 3 va Hinh 4.

Béng 3. Két qua khao s&t dé chinh xdc ctia phwong phap

Khéi lwong chét chuan L-Cystine (mg) = 50,3
Dién tich pic clia L-Cystine trong dung dich chudn (mAU.s) = 743,3

TT | Khéi lwong mau (g) Dign gﬁ:gpi:i:::hla:c(;;s;il;‘:)tmng Két qua (%)
1 1,1423 745,6 100,7
2 1,1462 758,6 1021
3 1,1454 750,1 101,0
4 1,1431 747.,0 100,8
5 1,1417 759,3 102,6
6 1,1448 741,7 99,9
Mean 101,2
RSD (%) 0,97
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Hinh 4. Sac ky dé tham dinh dé chinh xdc cta phwong phap
Nhan xét: Két qua cho thdy do chinh xac ctia phwong phap dat yéu ciu theo hwéng dan tham dinh
phwong phap phan tich ciia ASEAN [3].
Do chinh xac trung gian

Tham dinh dé chinh x&c trung gian theo phwong phap mé ta & muc 2.2.3. Két qua dwoc thé hién trong
Bang 4 va Hinh 5.

Bang 4. Két qua khao sat dé chinh xéc trung gian

Ngwoi phan tich 1 Ngw&i phan tich 2
Khéi lwong chéat chuén L-Cystine (mg) = 50,3 | Khéi lwong chét chuan L-Cystine (mg) = 50,3
Dién tich pic clia L-Cystine trong dung dich chuan | Dién tich pic c,l]a L-Cystine trong dung dich
T (mAU.s) = 743,3 chuan (mAU.s) = 743,3
Dién tich pic cla Dién tich pic cua ]
- i ) - i Két qua
provre I E TR Ioveouiosl I
(mAU.s) (mAU.s)
1 745,6 100,7 749,0 101,1
2 758,6 102,1 762,1 103,1
3 750,1 101,0 753,6 101,8
4 747,0 100,8 750,4 101,4
5 759,3 102,6 762,8 103,2
6 7417 99,9 7451 100,7
Mean: 101,2% Mean: 101,9%
RSD: 0,97% RSD: 1,03%
Average: 101,5%

RSD: 1,02%
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Hinh 6. Sac ky dé thdm dinh dé chinh xéc trung gian
Nhan xét: Két qua cho thdy dd chinh xac trung gian dat yéu cau theo hwéng dan thdm dinh phuwong

phap phan tich cia ASEAN [3].
3.2.4. b6 dung

Tham dinh d6 dung cta phwong phap theo phwong phap mé ta & muc 2.2.3. Két qua dwoc thé hién

trong Bang 5 va Hinh 6.

Béng 5. Két qua khao s&t dé ding

Khéi lwong | Khéi Lwong Dién tich bic ciia Khéi lvong
M&u Placebo L-Cystine i b L-Cystine thu | % Thu héi
PR L-Cystine A
(mg) thém vao (mg) hoi (mg)

80 % 65,3 40,2 589,5 39,9 99,2
80 % 64,8 40,4 593,4 40,2 99,4
80 % 64,2 40,7 605,9 41,0 100,7
B 99,8

RSD 0,83

100 % 65,4 50,0 730,4 49,4 98,9
100 % 64,5 50,3 7447 50,4 100,2
100 % 65,7 50,5 745,7 50,5 99,9
B 99,7

RSD 0,71

140 % 64,1 70,2 1028,0 69.6 99,1
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Khéi lwong | Khbi Lwong Dian tich pic clia Khéi lvong ‘
Mau | Placebo L-Cystine - P L-Cystine thu | % Thu hdi
n . L-Cystine 0
(mg) thém vao (mg) hoi (mg)
140 % 65,8 70,3 1035,8 70.1 99,7
140 % 65,2 70,6 1043,8 70.6 100,0
B 99,6
RSD 0,48
Mean 99,7
RSD (%) 0,60
T |
70 E 70 m 70 §
60 T 60 TT’ 60 "F

SKB méu placebo + chuén 80 % (1)

SKD méu placebo + chuén 80 % (2)

mAU]

70+

mAU

70
60 ‘\
50+
404 ‘
30
20 |

10 |

0

SKB méu placebo + chuén 100 % (2)

mAU ]

105

90 “

mAU

105
90
75

] \

45

SKB méu placebo + chuan 140
% (1)

SKB méu placebo + chuan 140 %
(2)

SKB mé&u placebo + chuén 140
% (3)

Hinh 6. Sdc ky dé tham dinh d6 dung
Nhén xét: Phwong phap cé d6 dung cao véi trung binh phan tram ty 1& thu hdi @ méi mirc ndng dd déu
thda man diéu kién ctia phwong phap phan tich bang HPLC (98,0 %— 102 %) va RSD < 2 %. Do do,
phwong phap nay dat yéu cau dé dinh lwong L-Cystine trong vién nang mém Beautycap.

3.2.5. Khoang xac dinh

T két qua khao sat do dung, suy ra khoang xac dinh ctia quy trinh dinh lwong da xay dwng la tr 250

pm/ml — 750 pg/ml.
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IV. BAN LUAN

L-cystine vé mat héa hoc |a mét acid amin. Dinh
lwong acid amin c6 thé dwa trén mét sé6 phwong
phap nhw HPLC véi detector huynh quang (HPLC-
FLD) [1], phwong phap nay chi phu hop véi cac co
s& nghién ctru, cac phong kiém nghiém cla co s&
san xuéat thudng chi ¢é trang bi HPLC véi detector
UV nén kha nang trng dung trong san xuéat khéng
cao. Ngoai ra, acid amin cé thé dwoc dinh lwong
béng phwong phép tao dan xuét trwéc cot bang
dansyl clorid [4], [10] ho&c bang acid ethacrynic
[2]. Phwong phap nay cé d dac hiéu va dé chinh
xac cao nhwng quy trinh phan tich va x& ly mau
phtrc tap, thoi gian phan tich lau va doi héi nguoi
phan tich phai cé kinh nghiém, co s& thwc hién
phan tich co6 diéu kién trang bi tbt nhw cot sac ky
ion chuyén dung [2], [4], [10]. Nghién ctu nay da
xay dwng phuong phap dinh lwong L-cystine bang
HPLC v&i detector UV la loai detector théng dung,
dung méi pha ddng acetonitril s8n co, hda chét st
dung |a loai ré tién, dé kiém. V&i diéu kién sac ky
da chon, thoi gian lwu cha L-cystine la 5,3 phut
nén thoi gian phan tich mau nhanh, thuan tién cho
viéc phan tich nhiéu mau cung mét luc. Két qua
thdm dinh cho thay, phwong phap cé d6 dac hiéu
cao, khoang tuyén tinh kha rong (50 % - 150%),
c6 d6 dung cao (99,1 % - 100,2 %) va do lap lai
t6t (gia tri RSD tir 0,31 % - 1,02 %), th&i gian phan
tich ngén, dap rng cac yéu cau vé phuong phap
dinh lwong hoat chat trong ché pham thubc va thuc
pham chlrc nang.

V. KET LUAN

D3 xay dwng va thdm dinh phwong phap dinh
tinh, dinh lwong L-cystine trong vién nang mém
Beautycap v6&i cac diéu kién sic ky nhu sau: cot
sac ky: C-18 (4 mm x 150 mm; 5 ym); detector:
UV-240 nm; téc d6 dong: 0,8 mil/phut, thé tich
tiém mau: 20 pl; pha déng: hén hop gdm 5 thé
tich acetonitril va 95 thé tich natri hexan sulfonate
0,005 mol/l trong dung dich dém phosphat 0,1%.
MAau phan tich dwoc xt Iy béng cach chiét véi dung
dich HCI 0,1 mol/l.
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