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Tãm t¾t 
TiÕn hµnh x©y dùng vµ thÈm ®Þnh ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng pantoprazole trong huyÕt t−¬ng chã. 

C¸c b−íc tiÕn hµnh nh− sau: 1,0 ml mÉu huyÕt t−¬ng cho thªm 4 ml hçn hîp methyl-tert butyl: diethyl 
ether (7:3),  l¾c xo¸y trong 3 phót, ly t©m víi tèc ®é 3.000 vßng/phót/5 phót. 

Cét Gemini C18, 5 µm, 250 x 4 mm; pha ®éng ACN: K2HPO4 0,01 M pH 6,0 (39/61 v/v). Kh¶o s¸t ®é 
tuyÕn tÝnh trong kho¶ng nång ®é 20 - 5,000 ng/ml. Ph−¬ng ph¸p HPLC cã ®é chÝnh x¸c trong ngµy 
vµ kh¸c ngµy lÇn l−ît lµ 1,4 - 5,2% vµ 1,5 - 4%. §é ®óng trong ngµy vµ kh¸c ngµy t−¬ng øng lµ 99,3 - 
102,2% vµ 100,7 - 103,5%. §· x©y dùng ®−îc c¸c nhu cÇu cña ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch dÞch sinh häc.   

* Tõ kho¸: Pantoprazol; S¾c ký láng hiÖu n¨ng cao; §Þnh l−îng; HuyÕt t−¬ng chã. 

 

Determinatin of pantoprazonle in dog lpasma by high 
performance liquid chromatography  

 

Summary  
A sensitive and selective high performance liquid chromatography (HPLC) method with UV detection 

(290 nm) was developed and validated for quantitation of pantoprazole, proton-pump inhibitor, in dog 
plasma. Following a single-step liquidliquid extraction with methyl tert -butyl ether/diethyl ether 
(70/30, v/v), the analyte and internal standard (lansoprazole) were separated using an isocratic mobile 
phase of 10 mM phosphate buffer (pH 6.0)/acetonitrile (61/39, v/v) on reverse phase Phenomenex 
Gemini C18 column 5 µm, 250 x 4 mm. The lower limit of quantitation was 20 ng/mL, with a relative 
standard deviation of less than 3%. A linear range of 20 - 5,000 ng/mL was established. This HPLC 
method was validated with between-batch and within-batch precision of 1.4 - 5.2% and 1.5 - 4.0%, 
respectively. The between-batch and within-batch accuracy was 99.3 to 102.2% and 100.7 to 103.5%, 
respectively. This validated method is sensitive and repeatable enough to be used in pharmacokinetic 
and bioequivalence studies 
      * Key words: Pantoprazole; HPLC; UV; Dog plasma. 

 

§ÆT VÊN §Ò 
 

Pantoprazol (PAN) thuéc nhãm thuèc 
chÑn b¬m proton vµ ®−îc sö dông trong 
®iÒu trÞ bÖnh viªm loÐt d¹ dµy - t¸ trµng, mét 

bÖnh kh¸ phæ biÕn ë ViÖt Nam. Pantoprazol 
kÐm bÒn, dÔ bÞ ph©n hñy trong m«i tr−êng 
axit dÞch vÞ nªn rÊt khã kh¨n trong bµo chÕ 
vµ t¹o ra sinh kh¶ dông rÊt thÊt th−êng [1]. 
Do ®ã, thuèc cÇn ®−îc ®¸nh gi¸ vÒ tÝnh sinh  
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kh¶ dông vµ t−¬ng ®−¬ng sinh häc ®Ó ®¶m 
b¶o chÊt l−îng thuèc. §¸nh gi¸ sinh kh¶ 
dông vµ t−¬ng ®−¬ng sinh häc trªn ®éng vËt 
thùc nghiÖm ë giai ®o¹n nghiªn cøu bµo chÕ  
rÊt cÇn thiÕt, v× sÏ gióp cho nhµ s¶n xuÊt tiÕt 
kiÖm ®−îc chi phÝ nhiÒu so víi viÖc ®¸nh gi¸ 
t−¬ng ®−¬ng sinh häc trªn ng−êi [3, 4, 5]. 
X©y dùng quy tr×nh ®Þnh l−îng pantoprazol 
trong dÞch sinh häc lµ néi dung quan träng 
trong ®¸nh gi¸ t−¬ng ®−¬ng sinh häc. V× vËy, 
®Ó hç trî nghiªn cøu bµo chÕ viªn pantoprazol, 
chóng t«i tiÕn hµnh nghiªn cøu ®Þnh l−îng 
pantoprazol trong huyÕt t−¬ng chã b»ng s¾c 
ký láng hiÖu n¨ng cao. 

 

NGUY£N LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P  
NGHI£N CøU 

1. Nguyªn vËt liÖu vµ thiÕt bÞ. 

- Nguyªn liÖu: huyÕt t−¬ng chã. 

- Hãa chÊt: pantoprazol vµ lansoprazol 
(ViÖn KiÓm nghiÖm Thuèc cung cÊp); acetonitrile, 
methanol vµ n−íc cÊt (HPLC-Merck), c¸c dung 
m«i ho¸ chÊt kh¸c ®¹t tiªu chuÈn PA. 

- ThiÕt bÞ: hÖ thèng HPLC Alliance Waters 

2695D, 4 kªnh dung m«i, b¬m mÉu tù ®éng, 

detector UV 2487, cã buång gia nhiÖt cét; 

c©n ph©n tÝch Sartorius (®é chÝnh x¸c 0,1 mg); 

m¸y ly t©m l¹nh UNIVERSAL 320 (Hettich - 

§øc, tèc ®é tèi ®a 18.000 vßng/phót); m¸y 

l¾c MS1 Minishaker (IKA® Mü); tñ l¹nh ©m 

s©u DF8514 (Ilshinlab - Hµn Quèc, nhiÖt ®é 

©m tèi ®a  - 800C)... 

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. 

- X©y dùng quy tr×nh ®Þnh l−îng gåm c¸c 
néi dung: kh¶o s¸t ®iÒu kiÖn s¾c ký, quy 
tr×nh xö lý mÉu vµ chÊt néi chuÈn tõ ®ã lùa 
chän quy tr×nh ®Þnh l−îng. 

- Ph−¬ng ph¸p thÈm ®Þnh quy tr×nh ®Þnh 
l−îng: theo h−íng dÉn FDA 2001 (®é ®Æc 
hiÖu, giíi h¹n ®Þnh l−îng d−íi, ®é tuyÕn tÝnh, 
hiÖu suÊt chiÕt) [2]. 

 

KÕT QU¶ Nghiªn cøu Vµ                            
BµN LUËN 

 

1. KÕt qu¶ x©y dùng quy tr×nh ®Þnh 

l−îng pantoprazol trong huyÕt t−¬ng chã. 

Qua kh¶o s¸t, chóng t«i lùa chän quy tr×nh 
®Þnh l−îng d−íi ®©y ®Ó tiÕp tôc  thÈm ®Þnh: 

- Xö lý mÉu: lÊy 1 ml huyÕt t−¬ng chã, 

thªm 50 µl néi chuÈn lansoprazol cã nång 

®é 50 µg/ml vµ 4 ml hçn hîp methyl tert 

butyl: diethyl ether  (7:3, v/v), l¾c xo¸y trong 
3 phót. Ly t©m 3.000 vßng/phót trong 5 phót, 
lÊy 3 ml líp dung m«i phÝa trªn bèc h¬i 
dung m«i ë 350C víi dßng N2 nhÑ tíi cÆn. 

Hßa tan cÆn trong 500 µl MeOH 50% vµ 

ph©n tÝch b»ng HPLC. 

- §iÒu kiÖn s¾c ký: cét Gemini C18, 5 µm, 

250 x 4 mm; 40°C; pha ®éng ACN: K2HPO4 

0,01M pH 6,0 (39/61, v/v), 1,0 ml/phót; 

detector UV 296 nm; thÓ tÝch tiªm mÉu 100 µl. 

2. KÕt qu¶ thÈm ®Þnh quy tr×nh ®Þnh 
l−îng pantoprazol trong huyÕt t−¬ng chã. 

* ChuÈn bÞ mÉu ph©n tÝch: 

- Dung dÞch gèc pantoprazol pha trong 

MeOH 50% cã nång ®é 1 mg/ml vµ tõ ®ã pha 

lo·ng thµnh c¸c dung dÞch thø cÊp ®Ó khi 

thªm 50 µl dung dÞch nµy vµo 950 µl huyÕt 

t−¬ng tr¾ng t¹o ra nång ®é pantoprazol 

trong huyÕt t−¬ng lµ 20; 50; 100; 500; 1000; 

2500; 5000 ng/ml. 

- MÉu QC cã nång ®é 60 ng/ml (LQC), 
2000 ng/ml (MQC) vµ 4000 ng/ml (HQC). 

* §é ®Æc hiÖu-chän läc: 
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Ph©n tÝch c¸c huyÕt t−¬ng tr¾ng vµ mÉu 

thö cã chuÈn vµ néi chuÈn. KÕt qu¶ ph©n 

tÝch cho thÊy: t¹i thêi ®iÓm xuÊt hiÖn pic 

chuÈn PAN (tR = 7,9 phót) vµ néi chuÈn 

LAN (tR = 10,5 phót) trong mÉu thö kh«ng 

thÊy xuÊt hiÖn trong mÉu tr¾ng. Ph−¬ng ph¸p 

ph©n tÝch ®· ®¶m b¶o nhËn diÖn, ph©n biÖt 

®−îc pantoprazol, lansoprazol vµ kh«ng bÞ 

¶nh h−ëng bëi c¸c t¹p chÊt cã trong huyÕt 

t−¬ng chã. 

* Giíi h¹n ®Þnh l−îng d−íi: 
Ph©n tÝch 6 mÉu tr¾ng vµ 6 mÉu chuÈn 

LLOQ (20 ng/ml). KÕt qu¶ cho thÊy: tû lÖ ®¸p 
øng cña mÉu chuÈn gÊp tõ 6 - 8 lÇn (> 5 lÇn) 
®¸p øng cña mÉu tr¾ng; ®¸p øng mÉu chuÈn 
cã ®é lÆp l¹i cao víi RSD = 2,4% (< 20%); 
®é ®óng so víi nång ®é thùc cã trong mÉu 
96 - 104% (trong kho¶ng 80 - 120%). Nh− vËy, 
mÉu chuÈn chøa PAN cã nång ®é 20 ng/ml, 
®¸p øng yªu cÇu LLOQ cña ph−¬ng ph¸p 
ph©n tÝch dÞch sinh häc. 

* §−êng chuÈn vµ kho¶ng tuyÕn tÝnh: 
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H×nh 1: S¾c ký ®å mÉu huyÕt t−¬ng tr¾ng (a), mÉu huyÕt t−¬ng cã thªm PAN vµ néi chuÈn (b).

 
S/IS
T−¬ng quan gi÷a nång ®é pantoprazol víi tû lÖ diÖn tÝch pic S/IS. 

Nång ®é (ng/ml) 



TiÕn hµnh kh¶o s¸t ®é tuyÕn tÝnh trong kho¶ng nång ®é tõ 20 - 5.000 ng/ml. KÕt qu¶ cho 

thÊy: trong kho¶ng nång ®é kh¶o s¸t, cã sù t−¬ng quan tuyÕn tÝnh (hÖ sè t−¬ng quan R2 ≈ 1) 

gi÷a nång ®é PAN trong mÉu huyÕt t−¬ng (X - ng/ml) víi tû lÖ diÖn tÝch pic chuÈn/néi chuÈn 
thu ®−îc (Y) vµ thÓ hiÖn qua ph−¬ng tr×nh håi quy Y = 0,0004*X - 0,0034. 

* §é ®óng - ®é chÝnh x¸c trong ngµy vµ kh¸c ngµy: 

B¶ng 1: T−¬ng quan gi÷a nång ®é pantoprazol víi tû lÖ diÖn tÝch pic S/IS. 

Nång ®é 
(ng/ml) 

S IS S/IS 

20 3200 357213 0,009 

50 15057 685626 0,022 

100 29640 704453 0,0421 

200 59249 686423 0,0863 

500 145533 685894 0,2122 

1000 290515 711339 0,4084 

2500 748269 710376 1,0533 

5000 1520283 711263 2,1374 

a = 0,0004; b = 0,0034; R = 0,9999 

 

TiÕn hµnh kh¶o s¸t ®é ®óng - ®é chÝnh x¸c ë 3 møc nång ®é LQC (60 ng/ml), MQC (2.000 

ng/ml) vµ HQC (4.000 ng/ml). ë mçi nång ®é, xö lý 5 mÉu ®éc lËp vµ ph©n tÝch lÆp l¹i vµo 3 

ngµy kh¸c nhau. KÕt qu¶ b¶ng 1 cho thÊy: ®é ®óng trong ngµy vµ kh¸c ngµy lÇn l−ît lµ 99,3 - 
102,2% vµ 100,7 - 103,5% (trong kho¶ng 85 - 115%); ®é chÝnh x¸c trong ngµy vµ kh¸c ngµy 
lÇn l−ît lµ 1,4 - 5,2% vµ 1,5 - 4% (< 15%). 

* HiÖu suÊt chiÕt:  

X¸c ®Þnh hiÖu suÊt chiÕt cña chÊt chuÈn vµ néi chuÈn b»ng c¸ch so s¸nh diÖn tÝch pic cña 
PAN vµ LAN tõ mÉu huyÕt t−¬ng ®Þnh l−îng theo ph−¬ng ph¸p trªn víi diÖn tÝch pic cña 
chóng trong mÉu pha ®éng cã chøa cïng nång ®é chÊt chuÈn hoÆc néi chuÈn. KÕt qu¶ 
nghiªn cøu cho thÊy: hiÖu suÊt chiÕt cña néi chuÈn t¹i nång ®é 2,5 µg/ml lµ 72,6 ± 1,4%; 
hiÖu suÊt chiÕt chuÈn PAN ë 3 møc nång ®é LQC, MQC vµ HQC lÇn l−ît lµ 70,2 ± 2,9%; 
72,2 ± 0,6% vµ 73,5 ± 0,5%. HiÖu suÊt chiÕt cña chuÈn vµo néi chuÈn cã ®é lÆp l¹i tèt víi 
RSD < 5%. 

* §é æn ®Þnh: 

- §é æn ®Þnh cña dung dÞch gèc vµ néi chuÈn gèc: khi ®−îc b¶o qu¶n ë -200C vµ ph©n tÝch 
nång ®é sau 20, 40, 60 ngµy b¶o qu¶n. KÕt qu¶ cho thÊy: sù kh¸c biÖt vÒ nång ®é gi÷a c¸c 
ngµy kh«ng cã ý nghÜa thèng kª (p > 0,05). Nh− vËy, dung dÞch gèc æn ®Þnh trong 60 ngµy khi 
b¶o qu¶n ë -200C. 

- §é æn ®Þnh sau ba chu kú ®«ng - r· ®«ng:  

B¶ng 2: KÕt qu¶ nghiªn cøu ®é æn ®Þnh cña mÉu sau 3 chu kú ®«ng - r· ®«ng. 



Nång ®é (ng/ml) Giai ®o¹n 

LQC HQC 

Ban ®Çu 57, 7 ± 0,8 8160, 4 ± 210,6 

Sau 3 chu kú 
®«ng - r· 

57, 9  ± 1,1 8068, 3 ±192,7 

p > 0,05 > 0,05 
 

TiÕn hµnh chuÈn bÞ 3 mÉu LQC vµ 3 mÉu HQC, b¶o qu¶n 24 giê ë -500C, sau ®ã ®Ó r· 
hoµn toµn ë nhiÖt ®é phßng, råi ®Ó l¹i tñ l¹nh. Ph©n tÝch mÉu sau 3 chu kú ®«ng r·, so s¸nh 
víi mÉu fresh, kÕt qu¶ cho thÊy  mÉu æn ®Þnh sau 3 chu kú ®«ng r·. 

- §é æn ®Þnh ng¾n h¹n: 
B¶ng 3: X¸c ®Þnh ®é æn ®Þnh trong qu¸ tr×nh xö lý mÉu. 

Nång ®é (ng/ml)  

Giai ®o¹n 
LQC HQC 

T¹i 0h 60, 5 ± 0 1,8 7929, 5 ± 0 223,2 

4h sau ®«ng r· 60, 3   ± 01,5 7931,7 ± 0 224,8 

p0-4 > 0,05 > 0,05 
 

§¸nh gi¸ ®é æn ®Þnh trªn 3 mÉu LQC vµ 3 mÉu HQC ph©n tÝch ngay sau khi ®«ng r· vµ 
sau ®«ng r· 4 giê ë nhiÖt ®é phßng. KÕt qu¶ cho thÊy mÉu æn ®Þnh sau ®«ng r· 4 giê ë nhiÖt 
®é phßng. 

- §é æn ®Þnh dµi ngµy: ®¸nh gi¸ ®é æn ®Þnh cña mÉu huyÕt t−¬ng trªn c¸c mÉu LQC vµ 
HQC. X¸c ®Þnh nång ®é PAN cã trong mÉu t¹i c¸c thêi ®iÓm ngay sau khi pha vµ sau 7, 14, 
28 ngµy b¶o qu¶n mÉu ë -50oC, theo ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch ®· ®−îc x©y dông. KÕt qu¶ cho 
thÊy mÉu æn ®Þnh trong thêi gian 28 ngµy (p > 0,05). 

KÕt qu¶ thÈm ®Þnh ®é ®Æc hiÖu chän läc, ®é ®óng, ®é lÆp l¹i, kho¶ng tuyÕn tÝnh, giíi h¹n 
®Þnh l−îng d−íi, hiÖu suÊt chiÕt vµ ®é æn ®Þnh cho thÊy, ph−¬ng ph¸p ®¸p øng c¸c yªu cÇu 
ph©n tÝch dïng trong sinh häc, cã thÓ ¸p dông ®Ó ®Þnh l−îng PAN trong huyÕt t−¬ng chã ë 
c¸c nghiªn cøu sinh kh¶ dông vµ ®¸nh gi¸ t−¬ng ®−¬ng sinh häc c¸c chÕ phÈm chøa PAN. 

  

KÕT LUËN 
 

Nghiªn cøu ®· x©y dùng vµ thÈm ®Þnh ph−¬ng ph¸p ®Þnh l−îng pantoprazol trong huyÕt 
t−¬ng chã: 1,0 ml mÉu huyÕt t−¬ng ®−îc thªm 4 ml hçn hîp methyl tert butyl: diethyl ether 
(7:3), l¾c xo¸y trong 3 phót, ly t©m ë tèc ®é 3.000 vßng/phót/5 phót, lÊy     3 ml líp dung m«i 
chiÕt ë trªn, bay h¬i dung m«i d−íi dßng N2 ë nhiÖt ®é phßng. CÆn  thu ®−îc thªm 500 µl 
MeOH 50%, l¾c xo¸y           1 phót, ly t©m 10.000 vßng/phót/10 phót. Dung dÞch thu ®−îc 
dïng ®Ó tiªm s¾c ký HPLC víi ®iÒu kiÖn sau: cét Gemini C18,    5 µm, 250 x 4 mm; 40°C; 
pha ®éng ACN -  ®Öm K2HPO4 0,01M pH 6,0 tû lÖ 39:61  (v/v); tèc ®é dßng 1,0 ml/phót; 
detector UV 296 nm; thÓ tÝch tiªm mÉu 100 µl; néi chuÈn lµ lansoprazol. 



Quy tr×nh ®Þnh l−îng pantoprazol trong dÞch sinh häc ®· x©y dùng ®¸p øng tÊt c¶ c¸c yªu 
cÇu cña ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch dÞch sinh häc theo quy ®Þnh cña FDA (Mü) vÒ thÈm ®Þnh 
ph−¬ng ph¸p ph©n tÝch trong dÞch sinh häc (2001).   
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