Xay dung phuong phap dinh lugng carboplatin
trong thuéc tiém déng khé carboplatin bang HPLC
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Pé tai da xay dung dugc phuong phap dinh lugng carboplatin trong ché pham thuéc tiém déng kho
carboplatin bang sac ky l1dng hiéu niang cao (HPLC), dua trén su tham khao céc dudc dién nudc ngoai.
Phuong phép nay da dugc tham dinh mét cach ddy da va xac dinh dugc cac diéu kién séac ky thich hgp
vé: do tuyén tinh, giGi han phat hién, gii han dinh Iugng, dd ding, dé chinh xac.

Pay la mét ndéi dung nghién ctiu trong du an cdp nha nudc giai doan 2011-2015, ma s6 KC10.DA04/11-15:
"Hoan thién quy trinh san xuat thudc tiém dong kho carboplatin dé diéu tri ung thu", do Cong ty C6 phan
Dudc - Trang thiét bi y t&€ Binh Dinh ch tri.

Tu khoa: carboplatin, sdc ky 16ng hiéu ndng cao, thudc tiém déng kho.

Chi sé phén loai 3.4

CARBODPLATIN MEASURING
METHOD IN FREEZE-DRIED
CARBODPLATIN INJECTION DRUG
BY HPLC

Summary

The high performance liquid
chromatography (HPLC) is a fast,
sensitive and accurate method to
measure carboplatin in injection
drug. Therefore, the authors have
made a carboplatin measuring
method in freeze-dried carboplatin
50 mg and 150 mg injection drugs
with liquid chromatographic
conditions as follows: UV detector
at 230 nm wave length; column:
RP 18 (250x4.6 mm; 5 ym); mobile
phase: water: acetonitrile (20:80);
flow rate: 1ml/min. This method
has been evaluated to meet
requirements of linear range:
linearity range at 0.4-1.4 ppm (R2
= 0.9999); the detecting limit: 2.012
ug/ml; the quantitation limit: 6.099
Hg/ml; precision: RSD = 0.96%;
accuracy (recovery rate): 100.67%,
RSD = 0.21%.
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Pat vin dé

Hién nay, can bénh ung thu ngay cang gia tdng manh mé
trong khi gia thanh cda nhiing loai thuéc diéu tri ung thu lai rat
cao, dac biét 1a cac thudc nhap khiu. Chinh vi vay, viéc nghién
cliu san xuét thudc tiem déng khd carboplatin dung diéu tri ung
thu Ia mot nhiém vy cép thiét nham gidm phan nao ganh nang
chi phi diéu tri cho c& bénh nhan va xa héi. D& danh gia dugc
ché&t lugng clia s&n pham trong su6t qué trinh nghién cuu, chung
téi da xay dung phuong phap dinh lugng carboplatm trong ché
ph&m doéng kho béng cac trang thiét bi hién c6 clia Congty C8
phan Dugc - Trang thiét bi y t& Binh Dinh dya trén su tham khao
céc dugc dién nudc ngoai.

Phuong phap HPLC ra d&i nam 1967-1968 trén cg s& phat
trién va céi tién ti phuong phap séc ky cot ¢d dién. HPLC 1a mot
phudng phap chia tach trong dé pha dong la chat 1dng va pha
tinh chia trong cét la chat rdn da dugc phan chia dudi dang tiéu
phan hodc mét chét 16ng phi 18n moét chdt mang ran, hay moét
chat mang da dugc bién bang lién két hdéa hoc véi cac nhém
chuic hiiu co. Phudng phap nay dugc s dung ngay cang rong
rai va phd bién vi nhiéu uu diém: thai gian phan tich nhanh, dé
phan giai t6t, do nhay cao, chinh xac va két qua phan tich it phu
thudc vao cac thao tac ky thuat nén tranh dugc sai s6. Do cé
dd nhay cao nén HPLC dugc ap dung dé tach cac chat cé ham
ligng nhd trong céc thudc da thanh phan. C6 thé ap dung cho
nhiéu chat: hgp chat cao phan ti va cac ion thudc cac ddi tugng
nghién ctiu y, sinh hoc, cac chat khdng bén trong tu nhién, kém
bén & nhiét dd cao, vi du: nucleosid, nucleotid, acid nucleic,
cac acid amin, protein carbohydrat, vitamin, khang sinh, chat
mau.. Bén canh dé, cot sac ky cé thé sii dung dugc nhiéu lan
ma khéng phai tai sinh, mau phan tich cé thé thu lai dugc vi
da s& cac detector khéng phan hlly mau. Chinh vi vay, ching
t6i chon phudng phap nay dé dinh lugng carboplatin trong ché
ph&m thudc tiém doéng kho carboplatin.



Pdi tuong va phuong phap nghién ciu
D6i tugng nghién cuu

Thudc tiém déng kho carboplatin 50 mg va 150
mg do Céng ty C6 phan Dugc - Trang thiét bi y t&
Binh Dinh nghién ctiu san xuat.

Phuong phap nghién cuu
Xay dung phuang phéap dinh lugng bang HPLC.
+ Thiét bi:

~ Hé théng s&c ky 1dng HITACHI D-7000 vdi
dau do UV-VIS, cot RP 18 (250x4,6 mm; 5 um).

- Can dién t 5 s6 I& Satorius, may siéu am
Ultrasonik.

- Cac dung cu thuy tinh chinh xac.
+ Thuéc tha:
- Acetonitril dung cho HPLC.

- Dung dich déi chi€u: carboplatin di chi€u trong
nudc.

- Nudc cat.
+ Diéu kién sdc ky:
Cot RP 18 (250x 4,6 mm; 5 um).
Toc dd dong: 1 ml/phdt.
Detector UV: 230 nm.
] Phg dong: nudc - Acetonitrile (20: 80), diéu chinh
néu can.
Thé tich tiém: 10 pl.
+ Quy trinh nghién cuu:
- Tinh tuong thich cGa hé théng.
- Thanh lap dudng cong chudn dé xac dinh
khoang tuyén tinh.

- Xac dinh cac gia tri sau day clia phuong phap:
gi6i han phat hién, gidi han dinh lugng, dé dung, dé
chinh xac.

Két qua

Chuén bi dung dich chuén va th:

- Dung dich chu&n: hoa tan mét lugng carboplatin
chuén trong nudc dé dugc dung dich c6 néng do 1
mg/ml.

- Dung dich thi: hoa tan 1 lo bdt déng kho

carboplatin déi chiéu trong nuéc dé dugc dung dich
c6 néng do 1 mg/ml.
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Tinh tuong thich cua hé théng

Trong diéu kién thi nghiém, tinh tugng thich hé
théng khi cac thong s séc ky trong ca hai mau:
mau chudn va mau thli c6 RSD < 2% dudc ghi &
bang 1.

Bang 1: cac théng s6 sdc ky trong mau chudn va mau thi

Thai gian Dién tich S6 dia Heso Hé so
Iy dinh Iy thuyét bét déi dung lugng
R§D (%); 0,31 0,21 1,22 0,53 0,44
Mau chuén
RSD (%)
M thi 0,26 0,86 1,10 0,50 0,31

K&t qua lya chon pha dong cho thay, trong 5 pha
dong thi pha dong 5 cho céc gié tri théng sé sac ky
dat yéu cau quy dinh cta mét quy trinh dinh lugng
bang phuong phap HPLC (biéu dé 1).
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Biéu dé 1: pic dé pha déng 5

Ti€p tuc tién hanh thdm dinh phuong phép dinh
lugng carboplatin véi cac ndi dung: khoang tuyén
tinh; xac dinh gidi han phat hién va gigi han dinh
lugng; dé dung; dé chinh xac.

Thanh Iap duong cong chuan dé xac dinh
khoang tuyén tinh

Do tuyén tinh cla moét phuong phap phan tich 1a
su phu thudc tuyén tinh gitia dai lugng do dugc (Y)
vGi ndng do chat phan tich (X) trong mét khoang
xac dinh. N6 dugc bidu thi bang phuong trinh héi
quy Y = aX + b va hé sé tuong quan tuyén tinh R2.

Tién hanh: chuén bi day mau chuén carboplatin
vGi cac nong do ti 0,4 dén 1,4 ug trong 1 ml ché
pham (3 14n cho mé&i néng dd dung dich).



Béng 2: tuong quan gidia néng do va dién tich pic trung binh
clia day mau chuén carboplatin

Néng do o Dién tich pic | Néng do ... .| Diéntich pic
(mg/mi) Dién tich pic (TB) (mg/mi) Dién tich pic (TB)
9294692 22689115
04 9285857 9283007,7 1 22682887 | 22757047
9268474 22899139
13582221 27683398
0,6 13763266 13709144 12 27143079 | 27332370
13781946 27170634
18487660 31887119
08 18556432 18497719 14 31885352 | 31891710
18449066 31902659
35000000,0 -
y =22596073x +242033,3
300000000 R?=09999
25000000,0
£ 200000000 -
g 150000000 -
=
10000000,0 -
5000000,0 -
0,0 . . ]
0,00 0,50 1,00 1,50
Noéng do

Biéu dé 2: tuong quan gitia nong dé va dién tich pic trung binh
clia ddy mau chudn carboplatin

Nhan xét: R?2 = 0,9999. Vay phudng phap dat sy
tuyén tinh rat tot.

Dé chinh xac

Tién hanh: chudn bi 6 mau thi riéng biét khac
nhau. Chay sac ky cho méi mau thi dé xac dinh do
léch chuén tucng déi.

Yéu c4u: phuong phap c6 dé lap lai khi tinh gia tri
théng ké dién tich pic thu dugc trén 6 mau c6 RSD
<2%.

Bang 3: két qué dién tich pic clia 6 mau carboplatin
v6i néng dé 1 mg/mi

STT Dién tl’ch’;.)ic;cﬁa GAméu carboplatin Théng ké
vdi nong d6 1 mg/ml

1 20836471

2 21190129

3 20750023 S,,=20988471

4 21164360 RSD =0,96% < 2%
5 20832452

6 21157389

Nhan xét: RSD clia 6 1an tién hanh sac ky trén 6
mé&u nhod hon 2%. Vay phuong phap dat dé chinh xac.
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Dé dung

Tién hanh: thém vao mau thé mét lugng chat
chuén (kho&ng 10%, 20%, 30%) so vdi lugng hoat
chét c6 s&n (1 mg/ml), sao cho mdi hoat chét trong
dung dich khédng ndm ngoai khoang tuyén tinh da
khao sat. Sau dé tién hanh dinh lugng theo phuong
phap phan tich can thdm dinh (mdi néng dé it nhat
3 1an lap lai).

Yéu c4u: phuong phap dat dé dang khi ty 1é phuc
héi thuc nghiém ndm trong gidi han cho phép cua ty
I& phuc hoi ly thuyét (98-102%).

Bang 4: két qué ty 1é phuc héi khi thém chudn

c.:}l’.le‘lfi‘t:zg:n (I:-I:I:;r? t‘;\r:"eﬁ It':g:?nt";; Ti{\?i roz;jc Két qua théng ké
vao (%) vao (mg)
5,9 5,96 101,01
10 59 5,94 100,67
59 5,95 100,84
11,2 11,32 101,07 |- Ty 18 phuc héi trung
20 1,2 1,27 100,63 | binh:100,67%
11,2 11,26 10054 | SD:021%
15,0 15,10 100,67
30 15,0 15,04 100,27
15,0 15,05 100,34

Nhan xét: ty 1&é phuc hoi thuc nghiém (100,67%)
nam trong gidi han cho phép cuta ty 1& phuc héi ly
thuyét (98-102%). Vay phuong phap dat dugc do
dung.

Gidi han phat hién

Giéi han phat hién tinh theo cong thuc:

D=3,3><£
B

trong dé: B 1a d6 déc; S la do léch chuén cla phuong
trinh héi quy.

Vay néng dd giGi han phat hién tinh chinh xac
han:

D =3,3*S/B =3,3*13626,92/22596073 =2,012 pg/ml

Gidi han dinh lugng

Cach xac dinh: tién hanh xac dinh néng dé tucng
ing clia chat can thl c6 tin hiéu do dugc gdp 10 lan
tin hiéu dudng nén.

Theo Dugc dién Anh (2001), Dudc dién Nhat
Ban (2001) trong phuong phap sac ky, do nhiéu cla
dudng nén co thé thay cho tin hiéu mau trdng va
giéi han dinh lugng phai cho RSD < 10%.



S

Q:lOHmaXXF hoac QZIOXE

trong do: Q la gidi han dinh lugng.

Q =10*S/B =10 *13626,92/22596073 = 6,099 pg/ml.
Két luan

Phuong phap dinh lugng carboplatin trong thuéc
tiem déng khé carboplatin 50 mg va 150 mg bang
HPLC da xac dinh dugc céac diéu kién sac ky thich
hgp. Phudng phéap nay da dugc thdm dinh mot cach
day du vé: do tuyén tinh, giéi han phat hién, giGi han
dinh lugng, dé dung, dé chinh xac.

Hy vong, phucng phap nay sé cung cdp moét
coéng cu hiiu ich giip cho cac cd s6 san xuat, diéu
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tri, cac co quan kiém tra chat lugng danh gia chinh
xac hiéu qua nhiing s&n phadm nay.
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