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bang sac ky 16ng hiéu ning cao
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TOM TAT

Tién hanh xay dung va thd&m dinh phuong phap dinh lugng pantoprazole trong huyét tuong ché.
Céc budc tién hanh nhu sau: 1,0 ml mau huyét tuong cho thém 4 ml hdn hgp methyl-tert butyl: diethyl
ether (7:3), l&c xoay trong 3 phut, ly tam véi téc d6 3.000 vong/phut/5 pht.

Cot Gemini C18, 5 um, 250 x 4 mm; pha dong ACN: K,HPO, 0,01 M pH 6,0 (39/61 v/v). Khao sat do
tuyén tinh trong khoang néng dé 20 - 5,000 ng/ml. Phuang phap HPLC c6 dé chinh xac trong ngay
va khac ngay lan luct 1a 1,4 - 5,2% va 1,5 - 4%. D6 dung trong ngay va khac ngay tuong (ing 1a 99,3 -
102,2% va 100,7 - 103,5%. D& xay dung dudc cac nhu cau clia phuang phap phan tich dich sinh hoc.

* TUr khod: Pantoprazol; S4c ky 16ng hiéu néng cao; Binh lugng; Huyét tuong ché.

Determinatin of pantoprazonle in dog Ipasma 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, viv), 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 gm, 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.

PAT VAN DE bénh kha phé bién & Viét Nam. Pantoprazol

. kém bén, dé& bi phan hdy trong méi trudng

Pantoprazol (PAN) thuéc nhém thudc axit dich vi nén rat khé khan trong bao ché
chen bom proton va dudc s dung trong va tao ra sinh kha dung réat that thudng [1].
diéu tri bénh viém loét da day - ta trang, mét Do dd, thudc can dudc danh gia vé tinh sinh

* Hoc vién Quén y
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kha dung va tuong duong sinh hoc dé dam
bao chat lugng thudc. Danh gia sinh kha
dung va tuong duong sinh hoc trén dong vat
thuc nghiém & giai doan nghién clu bao ché
rat can thiét, vi sé gitp cho nha san xuét tiét
kiém dudc chi phi nhiéu so véi viéc danh gia
tuong duong sinh hoc trén ngudci [3, 4, 5].
Xay dung quy trinh dinh lugng pantoprazol
trong dich sinh hoc la néi dung quan trong
trong danh gia tuong duong sinh hoc. Vi vay,
dé hé tro nghién cliu bao ché vién pantoprazol,
chiing t6i ti€n hanh nghién clu dinh luong
pantoprazol trong huyét tuong ché bang sac
ky 16ng hiéu nang cao.

NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

1. Nguyén vét liéu va thiét bi.

- Nguyén liéu: huyét tuong cho.

- Hbéa chéat: pantoprazol va lansoprazol
(Vién Kiém nghiém Thudc cung cap); acetonitrile,
methanol va nudc cat (HPLC-Merck), cac dung
moi hoa chat khac dat tiéu chuén PA.

- Thiét bi: hé thong HPLC Alliance Waters
2695D, 4 kénh dung méi, bom mau tu déng,
detector UV 2487, c6 budng gia nhiét cot;
can phan tich Sartorius (d6 chinh xac 0,1 mg);
may ly tdm lanh UNIVERSAL 320 (Hettich -
Dic, téc do t6i da 18.000 vong/phut); may
l&c MS1 Minishaker (IKA? MY); tG lanh am
sau DF8514 (llshinlab - Han Quéc, nhiét do
am toi da - 80°C)...

2. Phuong phap nghién curu.

- Xay dung quy trinh dinh lugng gém cac
ndi dung: khdo sat diéu kién sic ky, quy
trinh x& Iy mau va chat noéi chuén tir d6 lua
chon quy trinh dinh lugng.

* Do dac hiéu-chon loc:

- Phuong phap thdm dinh quy trinh dinh
lugng: theo huéng dan FDA 2001 (d6 dac
hiéu, giéi han dinh lugng duGi, do tuyén tinh,
hiéu sudt chiét) [2].

KET QUA NGHIEN cUU VA
BAN LUAN

1. Két qua xay dung quy trinh dinh
lugng pantoprazol trong huyét tuong ché.

Qua kh&o sat, ching téi lua chon quy trinh
dinh luong dudi day dé tiép tuc tham dinh:

- XU ly mau: 1&y 1 ml huyét tuong chd,
thém 50 pl noéi chudn lansoprazol c6 néng
dd 50 ug/ml va 4 ml hén hop methyl tert
butyl: diethyl ether (7:3, v/v), 13c xody trong
3 phat. Ly tam 3.000 vong/phat trong 5 phat,
ldy 3 ml 16p dung méi phia trén boc hoi
dung méi & 35°C vGi dong N, nhe tGi can.
Hoa tan can trong 500 pul MeOH 50% va
phan tich bang HPLC.

- Diéu kién sac ky: cot Gemini C18, 5 um,
250 x 4 mm; 40°C; pha déng ACN: K,HPO,
0,01M pH 6,0 (39/61, v/v), 1,0 ml/phut;
detector UV 296 nm; thé tich tiém mau 100 ul.

2. K&t qua tham dinh quy trinh dinh
lugng pantoprazol trong huyét tuong ché.

* Chuén bi mé&u phan tich:

- Dung dich géc pantoprazol pha trong
MeOH 50% c6 nong d6 1 mg/ml va tir dé pha
lodng thanh cac dung dich th( cadp dé khi
thém 50 pl dung dich nay vao 950 pl huyét
tuong trdng tao ra néng do6 pantoprazol
trong huyét tuong la 20; 50; 100; 500; 1000;
2500; 5000 ng/m.

- Mau QC c6 néng dd 60 ng/ml (LQC),
2000 ng/ml (MQC) va 4000 ng/ml (HQC).
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Hinh 1: Sc ky d6 mau huyét tuong trang (a), mau huyét tuong c6 thém PAN va ndi chuan (b).

Phan tich cac huyét tuong trdng va mau
th&r c6 chudn va néi chuan. K&t qua phan
tich cho thay: tai thoi diém xuat hién pic
chudn PAN (tR = 7,9 phat) va néi chuin
LAN (tR = 10,5 phat) trong mau thr khéng
thay xuat hién trong mau trdng. Phuong phap
phan tich d& d&m bao nhan dién, phan biét
dudc pantoprazol, lansoprazol va khéng bi
anh hudng bdi cac tap chat co trong huyét
tuong ché.

* Pudng chudn va khoang tuyén tinh:

S/IS
2.5

* Gidi han dinh lugng dudi:

Phan tich 6 mau trdng va 6 mau chuin
LLOQ (20 ng/ml). K&t qua cho thay: ty & dap
(ing clia mau chudn gép ti' 6 - 8 an (> 5 1an)
dap (ing clia mau tréng; dap (g mau chun
c6 do 13p lai cao véi RSD = 2,4% (< 20%);
dd dung so véi néng dd thuc cb trong mau
96 - 104% (trong khoang 80 - 120%). Nhu vay,
mau chuén chra PAN c6 néng d6 20 ng/ml,
dap (ng yéu cau LLOQ clia phuong phap
phan tich dich sinh hoc.

y=0.0004x-0.0034
R?*=0.9999
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Hinh 2: Tuang quan gitia ndng do pantoprazol véi ty 1& dién tich pic S/IS.



Tién hanh kho sat dd tuyén tinh trong khoang néng dd tir 20 - 5.000 ng/ml. Két qua cho
thay: trong khodng néng dd khao sat, co su tuong quan tuyén tinh (hé sé tuong quan R? =~ 1)
gitta ndng d6 PAN trong mau huyét tuong (X - ng/ml) véi ty 1& dién tich pic chuan/noi chuan
thu dugc (Y) va thé hién qua phuong trinh hdi quy Y = 0,0004*X - 0,0034.

* D6 dung - dd chinh xac trong ngay va khac ngay:

Béng 1: Tuong quan gilia néng do pantoprazol vaéi ty 1& dién tich pic S/IS.

'\:fgfm?f S IS sis
20 3200 357213 | 0,009
50 15057 | 685626 | 0,022
100 29640 | 704453 | 0,0421
200 50249 | 686423 | 0,0863
500 145533 | 685894 | 0,2122
1000 290515 | 711339 | 0,4084

2500 7482690 | 710376 | 1,0533
5000 1520283 | 711263 | 2,1374
a=0,0004; b = 0,0034; R = 0,9999

Tién hanh khao sat do dang - do chinh xac 6 3 miic nong dé LQC (60 ng/ml), MQC (2.000
ng/ml) va HQC (4.000 ng/ml). G méi néng do, x& ly 5 mau doc lap va phan tich 14p lai vao 3
ngay khac nhau. K&t qua bang 1 cho thdy: dé dung trong ngay va khac ngay lan luot la 99,3 -
102,2% va 100,7 - 103,5% (trong khoang 85 - 115%); d6 chinh xac trong ngay va khac ngay
lan luot1a 1,4 - 5,2% va 1,5 - 4% (< 15%).

* Hiéu suét chiét:

Xac dinh hiéu suat chiét clia chat chudn va ndi chuén bang cach so sanh dién tich pic clia
PAN va LAN t&r mau huyét tuong dinh luong theo phuong phap trén véi dién tich pic cla
ching trong mau pha dong c6 chita cing ndng dd chat chudn hoic ndi chudn. Két qua
nghién cliu cho thay: hiéu suat chiét cla nodi chuén tai néng dé 2,5 pg/ml la 72,6 + 1,4%;
hiéu suét chiét chudn PAN & 3 miic néng d6 LQC, MQC va HQC Ian lugt la 70,2 + 2,9%;
72,2 + 0,6% va 73,5 + 0,5%. Hiéu suat chiét ctia chuan vao noi chudn c6 do I4p lai tot voi
RSD < 5%.

* D6 6n dinh:

- D6 8n dinh clia dung dich géc va ndi chudn gdc: khi dudc bao quan & -20°C va phan tich
néng doé sau 20, 40, 60 ngay bao quan. K&t qua cho thay: su khac biét vé néng dd gilra cac
ngay khéng c6 y nghia théng ké (p > 0,05). Nhu vay, dung dich géc 8n dinh trong 60 ngay khi
b&o quéan & -20°C.

- D6 6n dinh sau ba chu ky déng - ra dong:

Bang 2: K&t qua nghién ciu dé &n dinh clia mau sau 3 chu ky déng - ra dong.



GIAI DOAN NONG DO (ng/ml)

LQC HQC
Ban dau 57,7+0,8 8160, 4 + 210,6
S?u 3 ~chu ky 57,9 11 8068, 3+£192,7
dong -ra
p >0,05 > 0,05

Tién hanh chuan bi 3 mau LQC va 3 mau HQC, bao quan 24 gid 6 -50°C, sau do6 dé ra
hoan toan & nhiét do phong, réi dé lai td lanh. Phan tich mau sau 3 chu ky déng ra, so sanh
v8i mau fresh, két qua cho thdy mau 6n dinh sau 3 chu ky déng ra.

- D6 6n dinh ngan han:

Bang 3: Xac dinh d6 6n dinh trong qua trinh x& Iy mAu.

NONG DO (ng/ml)
GIAI DOAN
LQC HQC
Tai Oh 60,5+01,8 | 7929,5+0223,2

4hsaudéngra | 60,3 =015 | 7931,7+0224,8

Po4 >0,05 >0,05

Danh gia do 6n dinh trén 3 mau LQC va 3 mau HQC phan tich ngay sau khi déng ra va
sau dong ra 4 gid & nhiét dd phong. K&t qua cho thady mau én dinh sau déng ra 4 gid & nhiét
do phong.

- D6 6n dinh dai ngay: danh gia d6 6n dinh cla mau huyét tuong trén cac mau LQC va
HQC. Xac dinh néng d6 PAN c6 trong mau tai cac thdi diém ngay sau khi pha va sau 7, 14,
28 ngay bao quan mau & -50°C, theo phuong phap phan tich da dugc xay dung. Két qua cho
thay mau 6n dinh trong thdi gian 28 ngay (p > 0,05).

Két qua thadm dinh do dac hiéu chon loc, do dung, dd I3p lai, khodng tuyén tinh, gi6i han
dinh lugng dusi, hiéu suat chiét va dd én dinh cho thay, phuong phap dap (ng cac yéu cau
phan tich dling trong sinh hoc, c6 thé &p dung dé dinh lugng PAN trong huyét tuong ché 6
cac nghién ciiu sinh kha dung va danh gia tuong duong sinh hoc cac ché pham chira PAN.

KET LUAN

Nghién ciu da xay dung va thdm dinh phuong phap dinh ludng pantoprazol trong huyét
tuong ché: 1,0 ml mau huyét tuong dudc thém 4 ml hén hop methyl tert butyl: diethyl ether
(7:3), I&c xody trong 3 phut, ly tdm & t6¢c d6 3.000 vong/phut/5 phat, 1dy 3 ml 16p dung méi
chiét & trén, bay hai dung méi dudi dong N, & nhiét dd phong. Can thu dudc thém 500 pl
MeOH 50%, lac xoay 1 phdt, ly tdm 10.000 vong/phut/10 phat. Dung dich thu dugc
dung dé tiém sac ky HPLC v6i diéu kién sau: cot Gemini C18, 5 um, 250 x 4 mm; 40°C;
pha déng ACN - dém K,HPO, 0,01M pH 6,0 ty 1& 39:61 (v/v); téc d6 dong 1,0 ml/phat;
detector UV 296 nm; thé tich ti&ém mau 100 pl; ndi chuén la lansoprazol.



Quy trinh dinh lugng pantoprazol trong dich sinh hoc da xay dung dap (ng tat ca cac yéu
cau clia phuong phap phan tich dich sinh hoc theo quy dinh cla FDA (M§) vé thdm dinh
phuang phap phan tich trong dich sinh hoc (2001).
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