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��NH L��NG NICOTINAMID VÀ XÁC ��NH GI�I H�N T�P CH�T 
LIÊN QUAN TRONG VIÊN S�I VITAMIN PP 250MG/OPC B�NG CÁC 

PH��NG PHÁP S�C KÝ 

Quantify nicotinamide and determine the limit of the degraded impurities in 
vitamin PP 250 mg/OPC effervescent tablet by chromatographic methods 

Tr�n Th� Thu Hi�n1*, Võ Th� B�ch Hu�1 
1Khoa D��c, Tr��ng ��i h�c L�c H�ng, ��ng Nai 

TÓM T�T. Ph��ng pháp s�c ký l�ng hi�u n�ng cao t�o c�p ion pha ��o (RP-IPC) ���c s� d�ng �� ��nh l��ng nicotinamid 
trong viên s�i vitamin PP 250 mg (công ty d��c ph�m OPC). �i�u ki�n s�c ký �� ��nh l��ng nicotinamid là c�t: C18 (250 
mm x 4,6 mm, 5 µm); t�c �� dòng: 1 ml/phút; nhi�t �� c�t: 25 °C; th� tích tiêm: 20 µl; ��u dò: DAD 254 nm; k� thu�t r�a 
gi�i ��ng dòng v�i pha ��ng: methanol – natri heptansulfonat 0,005 M (3 : 7). Quy trình ��t �� ��c hi�u, kho�ng n�ng �� 
tuy�n tính t� 23,99 – 55,97 µg/ml, ph��ng trình h�i quy � = 23,717x, h� s� t��ng quan R2 0,9998, �� chính xác cao (RSD% 
< 2,0%), �� �úng ��t yêu c�u (t� l� ph�c h�i 99,99% – 101,70%) và �� thô v�i RSD < 2%.  

T�p ch�t liên quan trong viên ���c xác ��nh b�ng ph��ng pháp s�c ký l�p m�ng v�i h� dung môi cloroform – ethanol – acid 
formic (10 : 8 : 2), n�ng �� � gi�i h�n phát hi�n là 0,098 mg/ml. 

T� KHOÁ: Nicotinamid, s�c ký l�ng hi�u n�ng cao, t�o c�p ion pha ��o, s�c ký l�p m�ng 

ABSTRACT. The HPLC method for reverse-phase ion pairs was used to quantify nicotinamide in vitamin PP 250 mg/OPC 
effervescent tablet. Chromatographic conditions for quantifying nicotinamide are C18 column (250 mm x 4,6 mm, 5 µm); 
flow rate: 1 ml/min; column temperature: 25 °C; injection volume: 20 µl; detector: DAD 254 nm; isocratic mode with mobile 
phase: methanol - sodium heptansulfonate 0,005 M (3 : 7). Linear concentration from 23,99 – 55,97 µg/ml with linear 
equation � = 23,717x (R2 0,9998), precision with RSD < 2%, accuracy has recovery rate from 99,99% - 101,70% and 
roughness with RSD < 2%.  
The degraded impurities in the effervescent tablet were determined by TLC with mobile phase: chloroform – ethanol – formic 
acid (10 : 8 : 2), limit of detection was 0,098 mg/ml. 

KEYWORDS: Nicotinamide, HPLC, RP-IPC, TLC 

1. ��T V�N �� 

Nicotinamid là m�t vitamin c�n ���c cung c�p cho c� th�, 
m�c dù ch� c�n m�t l��ng r�t nh� nh�ng r�t c�n thi�t �� phát 
tri�n và duy trì các ho�t ��ng bình th��ng.  

Hai d�ng bào ch� ch�a nicotinamid th��ng g�p là viên nén 
và b�t pha tiêm có m�t s� khó kh�n trong vi�c dùng thu�c 
��i v�i m�t s� ��i t��ng ��c bi�t nh� ng��i l�n tu�i và tr� 
em, vì lý do trên công ty d��c ph�m OPC �ã ti�n hành nghiên 
c�u công th�c bào ch� d�ng viên s�i vitamin PP. Tuy nhiên 
hi�n nay D��c �i�n ch�a có chuyên lu�n viên s�i vitamin PP 
[2, 6, 7]. Vì v�y, �� tài ���c ti�n hành v�i m�c tiêu ��nh 
l��ng nicotinamid trong viên s�i b�ng ph��ng pháp HPLC 
t�o c�p ion pha ��o [3, 7] và xác ��nh t�p ch�t liên quan b�ng 
ph��ng pháp s�c ký l�p m�ng [2, 6]. 

2. ��I T��NG VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1 ��i t��ng nghiên c�u, dung môi, hóa ch�t 

��i t��ng nghiên c�u 

Viên s�i vitamin PP 250 mg/OPC. Ngày s�n xu�t: tháng 
7/2017. N�i s�n xu�t: công ty c� ph�n d��c ph�m OPC. 
Thành ph�m �ang nghiên c�u. 

 
 Hình 1. C�u trúc c�a nicotinamid  
Các tên g�i khác: vitamin B3, vitamin PP, niacinamid. 

Ch�t ��i chi�u: Nicotinamid (99,70%), s� lô QT054 
111116 do Vi�n Ki�m Nghi�m Thu�c TPHCM cung c�p. 

Placebo: Ngày s�n xu�t: tháng 7/2017. N�i s�n xu�t: công 
ty c� ph�n d��c ph�m OPC. 

Dung môi, hóa ch�t 

Dung môi, hóa ch�t dùng ��nh l��ng: methanol, natri 
heptansulfonat, n��c c�t dùng cho HPLC. 

Dung môi dùng cho xác ��nh t�p ch�t liên quan: methanol, 
chloroform, ethanol tuy�t ��i, etyl acetat, dietyl ete, acid 
formic, acid acetic ��t tiêu chu�n phân tích.  

2.2 Thi�t b� và �i�u ki�n phân tích 

Thi�t b� 

Cân phân tích Sartorius Practum 224-1S (��c), H� th�ng 
s�c ký l�ng hi�u n�ng cao Agilent 1260 ��u dò DAD (M�). 

�i�u ki�n s�c ký ��nh l��ng 

Pha ��ng: methanol – natri heptansulfonat 0,005 M (3 : 
7); c�t: C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 µm); t�c �� dòng: 1 
ml/phút; nhi�t �� c�t: 25 °C; th� tích tiêm: 20 µl; ��u dò: 
DAD 254 nm. 

M�c ch�t l��ng ch�p nh�n khi kh�o sát �i�u ki�n s�c ký: 
- Th�i gian l�u: RSD ≤ 2% 
- Di�n tích pic:  RSD ≤ 2% 
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- H� s� ��i x�ng: 0,8 ≤ As ≤ 1,5 
- S� ��a lý thuy�t: N > 2000 
�i�u ki�n ��nh l��ng: Hàm l��ng ho�t ch�t nicotinamid 

trong 1 viên so v�i hàm l��ng trên nhãn: 90 – 110%. 

Xác ��nh t�p ch�t liên quan 
B�n m�ng: Silica gel F254.  
Dung môi khai tri�n: cloroform – ethanol – acid formic 

(10 : 8 : 2).  
Cách ti�n hành: Ch�m riêng bi�t lên b�n m�ng 5 µl m�i 

dung d�ch, Tri�n khai b�n m�ng ��n khi dung môi �i ���c 
kho�ng 10 cm, l�y b�n m�ng ra, �� khô trong không khí. 
Quan sát d��i ánh sáng t� ngo�i � b��c sóng 245 nm. 

Gi�i h�n cho phép: b�t k� v�t ph� nào trên s�c ký �� thu 
���c c�a dung d�ch th� c�ng không ���c ��m h�n v�t trên 
s�c ký �� thu ���c t� dung d�ch ��i chi�u (0,25%).  

2.3 Chu�n b� m�u 

��nh l��ng nicotinamid 
M�u chu�n nicotinamid có n�ng �� 40 �g/ml trong n��c, 

���c l�c qua màng l�c 0,45 µm.  
M�u th�: nghi�n m�n 20 viên, l�y 1 l��ng thu�c t��ng �ng 

v�i 50 mg nicotinamid cho vào bình ��nh m�c 50 ml, thêm 
n��c c�t l�c ��u cho tan, ��nh m�c ��n v�ch, l�c ��u. Hút 
chính xác 2,0 ml dung d�ch trên cho vào bình ��nh m�c 50 
ml, ��nh m�c ��n v�ch, l�c ��u. l�c qua màng l�c 0,45 µm. 
Dung d�ch thu ���c có n�ng �� kho�ng 40 �g/ml. 

M�u placebo: chu�n b� nh� m�u th�. 
M�u tr�ng: n��c c�t 2 l�n. 

Xác ��nh gi�i h�n t�p ch�t liên quan 
Dung d�ch th�: hòa tan m�t l��ng b�t viên có ch�a 0,1 g 

nicotinamid v�i 15 ml ethanol tuy�t ��i, siêu âm trong 15 
phút, l�c, làm b�c h�i trên cách th�y t�i khô và hòa tan c�n 
v�i 1 ml ethanol tuy�t ��i. 

Dung d�ch ��i chi�u: pha loãng 400 l�n dung d�ch th� v�i 
ethanol tuy�t ��i. 

Dung d�ch chu�n nicotinamid: hòa tan 0,1 g nicotinamid 
v�i 15 ml ethanol tuy�t ��i, làm b�c h�i trên cách th�y t�i 
khô và hòa tan c�n v�i 1 ml ethanol tuy�t ��i. 

Dung d�ch placebo: chu�n b� nh� dung d�ch th�.  

2.4 Th�m ��nh ph��ng pháp 

��nh l��ng nicotinamid 
Sau khi th�m dò các �i�u ki�n s�c ký (c�t phân tích, pha 

��ng, k� thu�t r�a gi�i …) v�i m�c �ích ��t các �i�u ki�n 
s�c ký và hàm l��ng ��nh l��ng. Ti�n hành th�m ��nh tính 
t��ng thích h� th�ng, �� ��c hi�u, tính tuy�n tính, �� �úng, 
�� chính xác c�a ph��ng pháp ��nh l��ng nicotinamid và 
xác ��nh t�p ch�t liên quan theo h��ng d�n c�a ICH và ph� 
l�c 8 c�a S� tay h��ng d�n ��ng ký thu�c [4, 5]. 

Xác ��nh gi�i h�n t�p ch�t liên quan 
Sau khi kh�o sát h� pha ��ng ti�n hành th�m ��nh tính ��c 

hi�u, LOD và �� l�p l�i theo S� tay h��ng d�n ��ng ký thu�c 
[5]. 

3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1 ��nh l��ng nicotinamid 

Tính t��ng thích h� th�ng 
Ti�n hành s�c ký 6 l�n m�u chu�n 100%. Giá tr� RSD c�a 

các thông s� s�c ký ��u < 2%, h� s� ��i x�ng 0,8 ≤ As ≤ 1,2, 
s� ��a lý thuy�t N > 2000 nên quy trình ��nh l��ng 
nicotinamid ��t tính t��ng thích c�a h� th�ng. 

 

B�ng 1. K�t qu� c�a tính t��ng thích h� th�ng 
Thông 

s� 
Th�i gian 
l�u (phút) 

Di�n tích pic 
(mAu*s) 

As N 

TB 3,053 958,85733 0,85 11322 

SD 0,0005 0,896 0,005 42,188 

RSD% 0,018 0,093 0,610 0,373 

�� ��c hi�u 

S�c ký �� c�a m�u tr�ng và m�u placebo không xu�t hi�n 
pic � trong kho�ng th�i gian l�u t��ng �ng v�i th�i gian l�u 
c�a ch�t chu�n.  

 

 

 

 

 
Hình 2. S�c ký �� c�a m�u tr�ng, m�u placebo, m�u chu�n 

nicotinamid, m�u th�, m�u placebo thêm chu�n. (Theo th� t� t� 
trên xu�ng) 

S�c ký �� c�a m�u th� và m�u placebo thêm chu�n có th�i 
gian l�u t��ng t� v�i pic c�a ch�t chu�n nicotinamid trong 
s�c ký �� m�u chu�n. 
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V�y quy trình ��nh l��ng nicotinamid có tính ��c hi�u. 

B�ng 2. Thông s� s�c ký c�a �� ��c hi�u 

M�u 
TR 

(phút) 
Di�n tích pic 

(mAU*s) 
Purity As N 

Chu�n 3,054 958,42609 999,983 0,84 11271 
Th� 3,053 975,34753 999,981 0,85 11356 

Placebo 
thêm chu�n 

2,987 958,10785 - 0,84 11311 

�� l�p l�i và �� chính xác trung gian 

Hai ki�m nghi�m viên, m�i ng��i phân tích 6 m�u th� m�t 
cách ��c l�p vào hai ngày khác nhau. K�t qu� ���c trình bày 
trong b�ng 3. 

B�ng 3. �� l�p l�i và �� chính xác trung gian 
Giá tr� KNV 1 KNV 2 C� 2 KNV 

Trung bình 
RSD 

101,76% 
1,04 % 

100,88% 
0,60% 

101,32% 
0,82% 

S� d�ng F-Test �� so sánh hai ph��ng sai cho th�y: 
Ftn = 1,32 < Flt = 5,05. V�y không có s� khác bi�t 

gi�a hai ph��ng sai c�a KNV1 và KNV2. 

Tính tuy�n tính 

N�ng �� nicotinamid tuy�n tính trong kho�ng n�ng �� t� 
23,99 – 55,97 �g/ml v�i ph��ng trình ���ng tuy�n tính � = 
23,717x; h� s� t��ng quan r2 = 0,9998. 

B�ng 4. K�t qu� s� t��ng quan gi�a di�n tích pic và n�ng �� 
nicotinamid 

N�ng �� 
(%) 

N�ng �� 
(�g/ml) 

Di�n tích pic 
(mAU*s) 

60 23,99 580,50787 
80 31,98 762,79810 
100 39,98 958,85733 
120 47,98 1142,48535 
140 55,97 1338,88757 

�� �úng 

Ti�n hành s�c ký 9 m�u placebo thêm chu�n � 3 n�ng ��, 
k�t qu� cho th�y t� l� h�i ph�c trong kho�ng 98% - 102%. 

B�ng 5. K�t qu� c�a �� �úng 

M�u STT 

L��ng 
chu�n 
thêm 
vào 
(�g) 

Di�n tích 
pic 

placebo 
thêm chu�n 

(mAU*s) 

L��ng 
ho�t 
ch�t 

tìm l�i 
(�g) 

T� l� 
ph�c 
h�i 
(%) 

70% 1 27,99 682,63055 28,46 101,70 
2 27,99 680,52582 28,37 101,39 
3 27,99 681,32013 28,40 101,51 

Trung bình 101,53% 
RSD (%) 0,15 

100% 1 39,98 960,36139 40,04 100,16 
2 39,98 962,20789 40,12 100,35 
3 39,98 958,83844 39,98 99,99 

Trung bình 100,17% 
RSD (%) 0,18 

130% 1 51,97 1263,74402 52,69 101,38 
2 51,97 1264,80322 52,74 101,47 
3 51,97 1262,75671 52,65 101,30 

Trung bình 101,38% 
RSD (%) 0,08 

�� thô 

K�t qu� thay ��i t�c �� dòng và nhi�t �� c�t cho các pic 
��u ��t yêu c�u, nh� v�y quy trình ��t yêu c�u v� �� thô. 

 

B�ng 6. Các y�u t� �nh h��ng ��n s�c ký 

Y�u t� 
Giá 
tr� 

Tên 
m�u 

Th�i 
gian l�u 
(phút) 

Di�n tích 
pic 

(mAu*s) 
As N 

T�c �� 
dòng 

(ml/phút) 

0,8 St 4,513 1187,42615 0,87 10467 
Sa 4,522 1236,01965 0,88 10495 

1 St 3,623 941,02350 0,82 8320 
Sa 3,624 986,52972 0,86 8691 

1,2 St 3,001 788,00488 0,91 7755 
Sa 3,017 822,56268 0,90 7861 

Nhi�t �� 
(oC) 

20 St 3,676 948,86719 0,90 8368 
Sa 3,713 985,51398 0,90 8273 

25 St 3,623 941,02350 0,82 8320 
Sa 3,624 986,52972 0,86 8691 

30 St 3,611 943,30682 0,87 9343 
Sa 3,567 988,26093 0,87 9685 

�ng d�ng 

Quy trình ��nh l��ng nicotinamid xây d�ng cho viên s�i 
vitamin PP ���c �ng d�ng cho m�t s� ch� ph�m khác trên 
th� tr��ng d�ng viên nén cho k�t qu� ��nh l��ng n�m trong 
gi�i h�n cho phép. 

3.2 Xác ��nh gi�i h�n t�p ch�t liên quan 

Tính ��c hi�u 

S�c ký �� m�u th� có 3 v�t có Rs l�n l��t là 3; 3,2 và 4,2 
ch�ng t� các v�t tách nhau hoàn toàn. Trong �ó 1 v�t có Rf 
= 0,56 trùng v�i v�t c�a m�u chu�n nicotinamid, 2 v�t có Rf 
= 0,8 và 0,9 trùng v�i 2 v�t c�a m�u placebo, và không xu�t 
hi�n b�t k� v�t ph� nào.  

V�y viên s�i vitamin PP ��t yêu c�u v� gi�i h�n t�p ch�t 
liên quan. 

 

Hình 3. Xác ��nh t�p ch�t liên quan trong viên s�i vitamin PP 
v�i pha ��ng cloroform – ethanol – acid formic (10 : 8 : 2). 

Gi�i h�n phát hi�n (LOD) 

Ti�n hành pha loãng n�ng �� m�u th� b�ng ethanol tuy�t 
��i, m�u th� sau có n�ng �� gi�m m�t n�a so v�i n�ng �� 
tr��c theo B�ng 7. 

STT 1 2 3 4 5 6 
N�ng �� 
(mg/ml) 

100 50 25 12,5 6,25 3,125 

STT 7 8 9 10 11 12 
N�ng �� 
(mg/ml) 

1,563 0,782 0,391 0,196 0,098 0,049 

� m�u th� 11 t��ng �ng v�i n�ng �� 0,098 mg/ml, v�t 
ho�t ch�t còn quan sát ���c rõ b�ng m�t th��ng, v�y gi�i 
h�n phát hi�n c�a ch� ph�m viên s�i vitamin PP 250 mg/OPC 
là 0,098 mg/ml. 



T�p chí Khoa h�c L�c H�ng 75

Tr�n Th� Thu Hi�n, Võ Th� B�ch Hu� 

 
Hình 4. S�c ký �� xác ��nh gi�i h�n phát hi�n ho�t ch�t 

nicotinamid trong viên s�i vitamin PP 250 mg 

�� l�p l�i  

Ti�n hành th�m ��nh �� l�p l�i b�ng cách chu�n b� 6 m�u 
th� � m�c n�ng �� th�p nh�t còn phát hi�n ���c (0,098 
mg/ml) lên b�n m�ng cho k�t qu� nh� hình 5. 

 

Hình 5. Th�m ��nh �� l�p l�i gi�i h�n phát hi�n 

4. K�T LU�N 

B�ng ph��ng pháp s�c ký l�ng hi�u n�ng cao t�o c�p ion 
pha ��o v�i ��u dò dãy diod quang, �� tài �ã xây d�ng ���c 
quy trình ��nh l��ng nicotinamid trong viên s�i vitamin PP 
��t các �i�u ki�n s�c ký. Tìm ���c h� pha ��ng �� xác ��nh 
t�p ch�t liên quan b�ng ph��ng pháp s�c ký l�p m�ng. Các 
quy trình �ã ���c th�m ��nh ��t t�t c� các ch� tiêu theo quy 
��nh c�a ICH và S� tay ��ng ký thu�c. 
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