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Chit dwong tinh véi ninhydrin

Phwong phap sic ky 16p méng (Phy luc 5.4).

Ban mong: Silica gel.

Dung méi khai trién: Butanol - acid acetic bang - nuéc
(60 : 20 : 20).

Dung dich thiz (1): Hoa tan 0,10 g ché pham trong nude va
pha lodng thanh 10 ml véi cung dung moi.

Dung dich thir (2): Pha loang 1 ml dung dich thir (1) thanh
50 ml bang nuéec.

Dung dich déi chiéu (1): Hoa tan 10 mg histidin hydroclorid
monohydrat chuén trong nwéc va pha loing thanh 50 ml
v6i cung dung moi.

Dung dich déi chiéu (2): Pha loang 5 ml dung dich thir (2)
thanh 20 ml bing nudc.

Dung dich déi chiéu (3): Hoa tan 10 mg histidin hydroclorid
monohydrat chudn va 10 mg prolin chuin trong nudc va
pha loang thanh 25 ml véi cing dung moi.

Cdch tién hanh: Chim riéng biét 1én ban mong 5 pl méi
dung dich trén. Lam kho vét chdm bing ludng khong khi.
Trién khai sic ky dén khi dung méi di duoc khoang 15 cm.
Dé khé ban mong ngoai khong khi va phun dung dich
ninhydrin 0,2 % (TT). Siy ban méng & 100 °C dén 105 °C
trong 15 min. Trén séc ky d6 thu dwoc ciia dung dich thir
(1), bét ky vet phu nao, ngoai vét chmh khong duogc dam
mau hon vét chinh thu duoc trén sic ky db cua dung dich
dbi chiéu (2) (0,5 %). Phép thir chi c6 gia tri khi sdc ky d6
ciia dung dich déi chiéu (3) cho 2 vét tach rd ring.

Sulfat

Khéng dugce qué 0,03 % (Phu luc 9.4.14).

Pha loang 10 ml dung dich S thanh 15 ml bing nirde va
tién hanh thir.

Amoni

Khong dugc qua 0,02 % (Phu luc 9.4.1).

L4y 50 mg ché phim va tién hanh thir theo phuong phap

B. Dung 0,1 ml dung dich amoni mdu 100 phan triéu NH,
(TT) dé chuén bi mAu dbi chiéu.

Sit

Khéng dugc qué 10 phan trigu (Phu luc 9.4.13).

Trong mét binh gan, hoa tan 1,0 g ché phdm trong 10 ml
dung dich acid hydrocloric lodng (TT). Chiét 3 1in, mdi
lin véi 10 ml methyl isobutyl keton (TT,) va lic trong
3 min. GOp céc 16p dung méi hitu co di chiét, thém 10 ml
nuéce va lic trong 3 min. Léy 16p nudrc va tién hanh thir.

Kim loai nang

Khong dugc qua 10 phén triéu (Phy luc 9.4.8).

Hoa tan 2,0 g ché phim trong nwoc va pha lodng thanh
20 ml véi cung dung méi. Lay 12 ml dung dich thu duge
thir theo phuong phép 1. Dung dung dich chi mau 1 phan
triéu Pb (TT) dé chuan bi m3u dbi chiéu.

Mit khéi lwvgng do lam khd
Tir 7,0 % dén 10,0 % (Phy luc 9.6).
(1,000 g; 145°C dén 150 °C).
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Tro sulfat
Khéng dugce qua 0,1 % (Phu luc 9.9, phuong phép 2).
Diing 1,0 g ché pham.

Dinh lwgng

Hoa tan 0,160 g ché phim trong 50 ml nudc khéng co
carbon dioxyd (TT). Chuin do bing dung dich natri
hydroxyd 0,1 N (CD). Xac dinh diém két thuc bang phuong
phap chuén d6 do dién thé (Phu luc 10.2).

| ml dung dich natri hydroxyd 0,1 N (CP) tuong duong
véGi 19,16 mg CgH,(CIN;O,.

Biao quin
Tranh anh sang.

Loai thudc
Acid amin.

Ché phim
Vién nén, nang, thudc tiém.
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Hydroclorothiazid 13 6-cloro-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazin-7-sulfonamid 1,1-dioxyd, phai chira tir 97,5 %
dén 102,0 % C;HgCIN;0,4S, tinh theo ché pham da lam kho.

C7H8C1N30482 P.tl: 297,7

Tinh chat

Bot két tinh da hinh mau tréng ho#c gan nhu tring.

Rét kh¢ tan trong nudc, hoi tan trong ethanol 96 %, tan
trong aceton, tan trong dung dich hydroxyd kiém lodng.

Pinh tinh

C6 thé chon mét trong hai nhém dinh tinh sau:

Nhom I: A.

Nhom II: B, C, D.

A. Ph hép thy hdng ngoai (Phu luc 4.2) ctia ché phim phai
phi1 hop véi phd hip thu hdng ngoai ciia hydroclorothiazid
chuén. Néu phd ciia ché phim va chit chuin & trang thai
ran khéc nhau, hoa tan riéng ré ché phim va chuén trong
ethanol (TT)), bc hoi dén kho, ghi phé cia cin thu dugc.
B. Hoa tan 50,0 mg ché phim trong 10 ml dung dich natri
hydroxyd 0,1 M (TT) va pha loang thanh 100,0 ml bing
nude. Pha loang 2,0 ml dung dich thu dugc thanh 100,0 ml
bing dung dich natri hydroxyd 0,01 M (TT). Po phd hip
thu tir ngoai cua dung dich thu dugc trong khoang budc
séng tir 250 nm dén 350 nm, dung dich phai cé cuc dai h'cflp
thu & cac budc séng 273 nm va 323 nm. Ty so gitra d5 hap
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thy do dugc tai budc séng 273 nm va tai bude séng 323 nm
phaltu54den57

C. Phuong phép sac ky 16p mong (Phy luc 5.4)

Ban mong: Silica gel GF,s,.

Dung moi khai trién: Ethyl acetat (TT).

Dung dich thir: Hoa tan 50 mg ché phim trong aceton (TT)
va pha lodng thanh 10 ml véi cung dung méi.

Dung dich déi chiéu (1): Hoa tan 50 mg hydroclorothiazid
chuén trong aceton (TT) va pha loang thanh 10 ml véi cling
dung méi.

Dung dich déi chiéu (2): Hoa tan 25 mg clorothiazid chuén
trong dung dich ddi chiéu (1) va pha loang thanh 5 ml véi
cung dung moi.

Cdch tién hanh: Chim riéng biét 2 ul mdi dung dich trén
1én ban mong. Trién khai sic ky dén khi dung méi di dwoc
1/2 ban mong. Dé kho ban mong trong khéng khi va quan
sat dudi 4nh séng tir ngoai & budc séng 254 nm. Vét chinh
trén sic ky d6 cua dung dich thir phai twong ty vé vi tri va
kich thuéc voi vét chinh trén sic ky db cua dung dich dbi
chiéu (1). Phép thir chi co gi tri khi sic ky d6 cia dung
dich d6i chiéu (2) cho hai vét tach biét r5 rang.

D. Pun néng nhe khoang 1 mg ché phdm véi 2 ml dung dich
m&i pha c6 chira 0,05 % muéi natri ciia acid chromotropic
(TT) trong hdn hop d3 ngudi gdm 35 thé tich nudc va
65 thé tich acid sulfuric (TT). C6 mau tim xuat hién.

Giéi han acid - kiém

Lic 0,5 g ché phim dang bot véi 25 ml ruede trong 2 min va
loc. Léy 10 ml dich loc, thém 0,2 ml dung dich natri hydroxyd
001 N (CD) va 0,15 ml dung dich do methyl (TT). Dung
dich phai c6 mau vang. Luong dung dich acid hydrocloric
0,01 N (CP) cén ding dé 1am dung dich chuyén sang mau
do6 khong qua 0,4 ml.

Tap chit lién quan

Phuong phép sic ky 16ng (Phu luc 5.3).

Pha dong A: Thém 60,0 ml methanol (TT,) va 10,0 ml
tetrahydrofuran (TT) vao 940 ml dung dich dém phosphat
pH 3,2 (TT,) va tron déu.

Pha dgng B: Thém 50,0 ml tetrahydrofuran (TT) vao hén
hop gdm 500 ml methanol (TT) va 500 ml dung dich dém
phosphat pH 3,2 (TT,) va tron déu.

Hén hop dung méi: Pha loang 50,0 ml hén hop dbng
thé tich cua acetonitril (TT,) va methanol (TT,) thanh
200,0 ml bang dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT)).
Dung dich thit (1): Hoa tan 30,0 mg ché phidm trong 5 ml
hon hop dong thé tich cua acetonitril (TT;) va methanol
(TT,), siéu 4m néu can, sau d6 pha lodng thanh 20,0 ml
bing dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT,).

Dung dich thir (2): Pha loang 1,0 ml dung dich thir (1)
thanh 20,0 ml bing dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT)).
Dung dich déi chiéu (1): Hoatan 3,0 mg clorothiazid chuén
(tap chét A) va 3 mg hydroclorothiazid chuén trong 5 ml
hén hop ddng thé tich cia acetonitril (TT)) vi methanol
(TT,), siéu am néu can, sau d6 pha loang thanh 20,0 ml
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bing dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT)). Pha loang
5,0 ml dung dich thu dugc thanh 100,0 ml bing hdn hop
dung méi.

Dung dich déi chiéu (2): Pha loang 1,0 ml dung dich thir (1)
thinh 100,0 ml bing hén hop dung méi. Pha lodng 1,0 ml
dung dich thu dugc thanh 10,0 ml véi cing dung méi.
Dung dich déi chiéu (3): Hoatan 30,0 mg hydroclorothiazid
chuén trong 5 ml hdn hop ddng thé tich cua acefonitril
(TT,) va methanol (TT), siéu am néu cén, va pha loang
thanh 20,0 ml bang dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT)).
Pha loang 1,0 ml dung dich thu duoc thanh 20,0 ml b?mg
dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT,).

Dung dich déi chiéu (4): Hoa tan 3 mg hydrocloroth1a21d
chuin diing & dinh tinh pic (chira céc tap chit B va C)
trong 0,5 ml hén hop dong the tich cua acetonitril (TT,)
va methanol (TT,), siéu 4m néu cén, va pha loang thanh
2,0 ml bing dung dich dém phosphat pH 3,2 (TT)).

Diéu kién séc ky:

Cot kich thudc (10 cm * 4,6 mm) dugc nhdi pha tinh C
(3 um). )

Detector quang pho tir ngoai dit ¢ budc séng 224 nm.

Téc @6 dong: 0,8 ml/min.

Thé tich tiém: 10 pl.

Cdch tién hanh:

Tién hanh sic ky véi dung dich thir (1), dung dich dbi
chiéu (1), (2) va (4).

Tién hanh sic ky theo chuong trinh dung méi nhur sau:

Thoi gian | PhadongA Pha dong B
(min) | Ceww)  Cewr)
S 0-17 | 10055 il
17-30 | 55 45 E

Str dung sac ky d6 cia dung d1ch 6i chiéu (1) dé xac dinh
pic cua tap chét A. Sir dung sic ky dd cung cap kém theo
hydroclorothiazid chuin dung @& dinh tinh pic va sic ky
d6 ctia dung dich déi chiéu (4) dé x4c dinh pic cua cic tap
chdt B va C.

Thoi gian hwu twong dbi so véi hydroclorothiazid (thoi
gian Iuu khoang 8 min): Tap chét B khoang 0,7; tap chit A
khoang 0,9; tap chat C khoang 2,8.

Kiém tra tinh phi hop cia hé théng: Trén sic ky db cia
dung dich d6i chiéu (1), 46 phan giai giita pic cta tap chét
A va pic ciia hydroclorothiazid it nhét 1 2,5.

Gioi han:

Tap chét A, B, C: Véi mdi tap chat, dién tich pic khong
dwoc 16n hon 5 14n dién tich pic chinh trén sic ky d6 cua
dung dich di chiéu (2) (0,5 %).

Tap don khéc: Véi mdi tap chat, dién tich pic khong dugc
16m hon dién tich pic chinh trén sic ky db cia dung dich
ddi chiéu (2) (0,10 %).

Téng dign tich pic cia tt ca cac tap chét khong dugc 16n
hon 10 14n dién tich pic chinh trén sic ky dd cua dung dich
déi chiéu (2) (1,0 %).

Bo qua nhirng pic c6 dién tich nho hon hoic bing 0,5 lan
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dién tich pic chinh trén sic ky d6 clia dung dich d6i chiéu
(2) (0,05 %).

Ghi chu:

Tap chit A: 6-Cloro-2H-1,2,4-benzothiadiazin-7-sulfonamid
1,1-dioxyd (clorothiazid).

Tap chét B: 4-Amino-6-clorobenzen-1,3-disulfonamid (salamid).
Tap chat C: 6-Cloro-N-[(6-cloro-7-sulfamoyl-2,3-dihydro-4H-
1,2,4-benzothiadiazin-4-yl 1,1-dioxid)methyl]-3,4-dihydro-2H-
1,2,4-benzothiadiazin-7-sulfonamid 1,1-dioxyd.

Clorid

Khéng dugc qua 0,01 % (Phu luc 9.4.5).

Hoa tan 1,0 g ché phdm trong 25 ml aceton (TT) va pha
loang thanh 30 ml bing nwde. Dung 15 ml dung dich thu
dugc dé thur.

Dung dich doi chiéu: Thém 5 ml aceton (TT) chira 15 %
(tt/tt) nueoe vao 10 ml dung dich clorid mau 5 phan triéu
CI(TT).

Mt khoi lrgng do 1am khé
Khoéng dugc qua 0,5 % (Phu luc 9.6).
(1,000 g; 105 °C).

Tro sulfat
Khéng duoc qua 0,1 % (Phu luc 9.9, phuong phap 2).
Dung 1,0 g ché pham.

Pinh hrong

vhuong phap sic ky long (Phu luc 5.3). Piéu kién sic ky
sa cac dung dich nhu md ta trong phan Tap cht lién quan
véi mot sb thay doi1 sau:

Tién hanh séc ky theo churong trinh dung méi nhu sau:

T

Thoi gian Pha dong A Pha dong B
(min) Chww) Ok
0-4 80 20
4-10 80— 20 20 — 80

Toc d6 dong: 1,6 ml/min.

Tién hanh sic ky v6i dung dich thir (2), dung dich ddi
chiéu (1) va (3).

Thoi gian hru tvong d6i so v6i hydroclorothiazid (thoi
gian lwu khoang 2,2 min): Tap chit A khoang 0,9.

Kiém tra tinh phit hop cua hé thong: Trén sic ky db cia
dung dich d6i chiéu (1), @6 phan giai giita pic cia tap chét
A va pic ciia hydroclorothiazid it nhat 1a 2,0.

Tinh ham lugng cia C,H;CIN,O,S, trong ché phim
dya vao dién tich pic thu dugc trén sic ky d6 cia dung
dich thir (2), dung dich di chiéu (3) va ham lugng cia
C,H;CIN;0,S, trong hydroclorothiazid chuan.

Bao quin
Trong bao bi kin.

Loai thubc
Loi tiéu thiazid.

Ché phim
Vién nén.
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La vién nén chira hydroclorothiazid.
Ché pham phai dap (g cac yéu cau trong chuyén luan
“Thudc vién nén” (Phu luc 1.20) va cac yéu cau sau déy:

Ham lugng hydroclorothiazid, C;HgCIN;O,S,, tir 92,5 %
dén 107,5 % so v6i lugng ghi trén nhan.

Pinh tinh

Phuong phap sic ky 16p mong (Phu luc 5.4).

Ban mong: Silica gel GFs,.

Dung méi khai trién: Ethyl acetat (TT).

Dung dich thir: Hoa tan mot huong bdt vién da nghién nho
c6 chira 10 mg hydroclorothiazid véi 10 ml aceton (TT), loc.
Dung dich d6i chiéu: Pha dung dich hydroclorothiazid
chuén 0,1 % trong aceton (TT).

Cdch tién hanh: Chim riéng biét 1én ban moéng 5 pul mdi
dung dich trén. Sau khi trién khai, 14y bian méng ra lam
kho bang mot ludng khi va quan sat dudi dnh sang tir ngoai
& bude séng 254 nm. Sau dé tiép tuc phun 1én ban mong
dung dich acid sulfuric 20 % trong ethanol 96 % (TT).
Say ban méng & 105 °C trong 30 min va ngay lap tirc dat
vao binh thuy tinh kin chira hoi acid nitric trong 15 min
[hoi acid nitric ¢6 thé duge tao ra bing cach nhé timg giot
dung dich acid sulfuric 7 M (TT) vao m¢t dung dich chira
10 % natri nitrit (TT) va 3 % kali iodid (TT)]. Dét ban
mong dudi mdt ludng khi 4m trong 15 min va phun dung
dich N-(1-naphthyl) ethylendiamin dihydroclorid 0,5 %
trong ethanol 96 %. Néu cin, dé kho va phun lai mdt 14n nira.
O mdi cach phat hién, vét chinh thu duoc trén sic ky db
cuia dung dich thir phai fuong ing vé vi tri, mau sic va dé
dam véi vét chinh thu dugc trén sic ky d6 cua dung dich
dbi chiéu.

Tap chit lién quan

Phuong phap sic ky 16ng (Phu luc 5.3).

Pha déng A: Tetrahydrofuran - methanol - dung dich dém
phosphat pH 3,2 (TT;) (10 : 60 : 940).

Pha déng B: Tetrahydrofuran - methanol - dung dich dém
phosphat pH 3,2 (TT;) (50 : 500 : 500). )

Dung dich thir: Chiét mot lwong bdt thudc da nghién chira
50 mg hydroclorothiazid véi 25 ml hdn hop ddng thé tich
acetonitril (TT) va methanol (TT) (dung moi A) va pha
lodng thanh 100 ml bang dung dich dém phosphat pH 3,2
(TT,). Loc qua phéu loc soi thiy tinh (Whatman 0,45 p
GD/X 14 loai thich hop).

Dung dich dbi chiéu (I): Pha loang 1,0 ml dung dich thir
thanh 100,0 ml bing hdn hop methanol - acetonitril - dung
dich dém phosphat pH 3,2 (TT;) (1:1:2).

Dung djch dbi chiéu (2): Hoa tan 15 mg hydroclorothiazid
chuén va 15 mg clorothiazid chuén trong 25 ml dung méi A
rdi pha loang thanh 100 ml bing dung dich dém phosphat
pH 3,2 (TT,). Pha loang 5,0 ml dung dich nay thanh 100,0 ml
v6i dung moi A.



