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Tóm tắt 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng 

thời indapamid và perindopril tert-butylamin trong viên nén bằng phương pháp sắc ký 

lỏng hiệu năng cao (HPLC) phù hợp với điều kiện cơ sở vật chất sẵn có. Một phương 

pháp đã được xây dựng để định lượng đồng thời indapamid và perindopril tert-

butylamin với pha động gồm acetonitril-nước acid percloric 0,01 % (33:67), pha tĩnh là 

cột HiQ sil C18HS (250 mm × 4,6 mm, 5 µm), nhiệt độ cột 35 ℃, tốc độ dòng 1,2 

mL/phút, thể tích tiêm mẫu 10 µL, đầu dò PDA, bước sóng phát hiện 215 nm. Điều kiện 

xử lý mẫu: chiết bằng ethanol, không siêu âm. Phương pháp đã được thẩm định đạt yêu 

cầu theo hướng dẫn của ICH gồm tính phù hợp hệ thống; độ đặc hiệu; tính tuyến tính 

từ (5-35) ppm và (10100) ppm lần lượt cho indapamid và perindopril tert-butylamin với 

hệ số tương quan R > 0,9999; giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng lần lượt là 0,59 

ppm và 1,79 ppm với indapamid và 1,47 ppm và 4,45 ppm với perindopril tert-

butylamin; độ đúng, tỷ lệ thu hồi (98,0-102,0) %; độ chính xác SD < 2,0 %. 
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1 Đặt vấn đề 

Tăng huyết áp (HA) là một vấn đề sức khỏe nghiêm 

trọng trên toàn thế giới, là một trong những nguyên 

nhân gây tử vong hàng đầu [1]. Hiện nay, trên thế giới 

có khoảng 1,5 tỷ người mắc tăng HA và 9,4 triệu ca tử 

vong mỗi năm. Ở nước ta, theo thống kê trong 5 người 

trưởng thành sẽ có 1 người bị tăng HA. Tuy nhiên, vẫn 

còn nhiều trường hợp mắc tăng HA chưa được phát 

hiện hoặc đang điều trị nhưng chưa được kiểm soát HA 

[2]. 

Mục tiêu chính trong điều trị tăng HA hiện nay là đưa 

HA về mức mục tiêu (< 140/90 mmHg theo hướng dẫn 

của WHO). Tuy nhiên, việc đơn trị liệu khó có thể kiểm 

soát và duy trì HA mục tiêu trong trường hợp tăng HA 

gây ra bởi sự phối hợp của nhiều cơ chế phức tạp do 

bệnh nhân cần phải được điều trị bằng nhiều loại thuốc 

hạ HA cùng lúc. Do đó, ngày càng có nhiều hướng dẫn 

điều trị tăng HA của các quốc gia, khu vực và cả WHO 

đều khuyến cáo nên sử dụng viên phối hợp với liều cố 

định nhằm đơn giản hóa quy trình điều trị và tăng khả 

năng tuân thủ của bệnh nhân [3-6]. Trong đó, phối hợp 

đôi giữa nhóm thuốc ức chế men chuyển (perindopril 

tert-butylamin) hoặc nhóm thuốc chẹn kênh canxi với 

nhóm thuốc lợi tiểu thiazid/ thiazid – like (indapamid) 

là lựa chọn đầu tay bởi mang lại nhiều lợi ích trong việc 

kiểm soát HA và tăng khả năng dung nạp của bệnh nhân 

đồng thời làm giảm tác dụng phụ của mỗi nhóm thuốc 

gây ra [7, 8]. 

Mặc dù có nhiều kỹ thuật để định lượng indapamid và 

perindopril tert-butylamin như quang phổ hấp thu tử 

ngoại (UV-Vis), sắc ký lớp mỏng hiệu năng cao 

(HPTLC) nhưng kỹ thuật sắc ký lỏng (LC) vẫn là kỹ 

https://doi.org/10.55401/4tt4qp76
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thuật phổ biến nhất. Một số quy trình định lượng đồng 

thời hai hoạt chất trên đã được công bố trên thế giới, 

song trong Dược điển Việt Nam V, Dược điển Mỹ hay 

Dược điển châu Âu vẫn chưa ban hành chuyên luận 

định lượng đồng thời indapamid và perindopril tert-

butylamin. Chính vì vậy, nghiên cứu này được thực 

hiện nhằm xây dựng và thẩm định quy trình định lượng 

đồng thời indapamid và perindopril tert-butylamin 

trong viên nén bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng 

cao (HPLC) theo hướng dẫn của Hội đồng quốc tế về 

Hài hòa hóa các thủ tục đăng ký dược phẩm sử dụng 

cho con người (ICH). 

2 Phương pháp nghiên cứu 

2.1 Vật liệu 

2.1.1 Mẫu nghiên cứu 

Chế phẩm viên nén dorover plus của Công ty Cổ phần 

Xuất nhập khẩu Y tế DOMESCO. Mỗi viên nén chứa 

1,25 mg indapamid và 4 mg perindopril tert-butylamin. 

2.1.2 Chất đối chiếu 

Indapamid (97,9 %), perindopril ter-butylamin (99,7 %), 

của Viện Kiểm nghiệm thuốc TP.HCM, Việt Nam. 

2.1.3 Dung môi – hóa chất 

Acetonitril (ACN), ethanol, methanol đạt tiêu chuẩn 

dùng cho sắc ký lỏng (Merk, Germany), aicd percloric 

đạt tiêu chuẩn dùng trong phân tích (Merck, Germany), 

nước khử khoáng. 

2.1.4 Trang thiết bị 

Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao Shimadzu LC-2030C - 

HPLC, cột sắc ký HiQ sil C18HS (250 mm × 4,6 mm, 5 

µm), bể siêu âm Elmasonic, cân phân tích Mettler Toledo, 

dụng cụ thủy tinh loại A đã được hiệu chuẩn và đạt yêu 

cầu. 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1 Chuẩn bị mẫu 

Dung dịch thử: cân 20 viên, tính khối lượng trung bình 

viên và nghiền thành bột mịn, trộn đều. Cân chính xác 

một lượng bột thuốc tương ứng với 1,25 mg indapamid 

và 4 mg perindopril tert-butylamin cho vào bình định 

mức 100 mL, thêm khoảng 50 mL dung môi, lắc kỹ, 

siêu âm 15 phút, để nguội. Bổ sung dung môi tới vạch, 

lắc đều. Dung dịch thu được có nồng độ indapamid 12,5 

ppm và perindopril tert-butylamin 40 ppm. 

Mẫu trắng: ethanol; dung dịch chuẩn gốc: perindopril 

tert-butylamin 400 ppm và indapamid 125 ppm; dung 

dịch chuẩn: perindopril tert-butylamin 40 ppm và 

indapamid 12,5 ppm; dung dịch thử thêm chuẩn: dung 

dịch thử được thêm (80, 100, và 120) % chuẩn để đạt 

nồng độ chuẩn lần lượt là (32, 40, và 44) ppm 

perindopril tert-butylamin và (10, 12,5, và 15) ppm 

indapamid; dung dịch phân hủy: mẫu nghiên cứu được 

đặt trong các điều kiện khắc nghiệt gồm: nhiệt độ (80 ± 

2) ℃, acid hydrocloic 2 N, oxy già 3 % và dung môi 

pha mẫu trong 24 giờ, ánh sáng mặt trời/12 giờ, base 

natri hydroxyd 0,2 N sau đó được trung hòa ngay bằng 

acid hydrocloic 0,2 N. 

2.2.2 Xây dựng quy trình định lượng đồng thời 

indapamid và perindopril tert-butylamin trong viên nén 

bằng phương pháp HPLC 

Dựa vào chuyên luận của perindopril tert-butylamin và 

indapamid trong các Dược điển [9-12] cũng như các 

công trình nghiên cứu đã công bố [13-16] để lựa chọn 

điều kiện sắc ký ban đầu như sau: cột sắc ký: HiQ sil 

C18HS (250 mm × 4,6 mm, 5 µm), nhiệt độ cột: 40 ℃, 

thể tích tiêm mẫu: 10 µL, tốc độ dòng: 1 mL/phút, đầu 

dò: PDA, bước sóng phát hiện 215 nm, pha động: 

acetonitril-nước (60:40). Trong quá trình khảo sát, các 

yếu tố ảnh hưởng khả năng phân tích như: bước sóng 

phát hiện, pha động, nhiệt độ cột và tốc độ dòng đã 

được khảo sát. Sau khi lựa chọn được điều kiện sắc ký 

thích hợp sẽ tiếp tục tiến hành khảo sát điều kiện xử lý 

mẫu. Nghiên cứu này đã khảo sát dung môi chiết và 

thời gian chiết siêu âm để lựa chọn được dung môi và 

thời gian chiết siêu âm phù hợp. 

2.2.3 Thẩm định quy trình định lượng đồng thời 

indapamid và perindopril tert-butylamin trong viên nén 

bằng phương pháp HPLC 

Tiến hành thẩm định quy trình theo hướng dẫn của ICH 

gồm các chỉ tiêu: tính phù hợp hệ thống, độ đặc hiệu, 

tính tuyến tính, giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng, 

độ đúng và độ chính xác. 

3 Kết quả và bàn luận 

3.1 Xây dựng quy trình định lượng đồng thời 

indapamid và perindopril tert-butylamin trong viên nén 

bằng phương pháp HPLC 
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3.1.1 Lựa chọn bước sóng phát hiện 

Theo kết quả nghiên cứu của công trình đã công bố quy 

trình định lượng đồng thời indapamid và perindopril 

tert-butylamin trong viên nén bằng phương pháp HPLC 

trên thế giới, bước sóng phát hiện là 215 nm. Trong 

nghiên cứu này, kết quả quét phổ UV của indapamid 

chuẩn cho thấy indapamid có độ hấp thu cao trong 

khoảng bước sóng (200-260) nm, perindopril tert–

butylamin có độ hấp thu cao trong khoảng bước sóng 

(200-230) nm. Vì vậy bước sóng 215 nm được lựa chọn 

để phát hiện đồng thời 2 hoạt chất này. 

3.1.2. Khảo sát pha động 

Kết quả khảo sát thành phần và tỷ lệ pha động được thể hiện 

qua sắc ký đồ (Hình 1) và thông số sắc ký trong (Bảng 1).
 

 Bảng 1  Kết quả khảo sát pha động 

Pha động  Độ tinh khiết Độ phân giải Hệ số kéo đuôi 

Acetonitril-nước (60:40) 
PER Đạt 2,572 1,098 

IND Đạt 1,263 0,971 

Acetonitril-nước (40:60) 
PER Không đạt 2,757 1,737 

IND Đạt 25,366 0,872 

Acetonitril-nước (30:70) 
PER Không đạt 3,424 1,195 

IND Đạt 40,039 0,856 

Acetonitril-nước acid percloric 0,01 % (30:70) 
PER Đạt 24,094 1,154 

IND Đạt 15,349 0,863 

Acetonitril-nước acid percloric 0,01 % (40:60) 
PER Không đạt 0,378 1,207 

IND Đạt 10,054 1,031 

Acetonitril-nước acid percloric 0,01 % (33:67) 
PER Đạt 6,918 1,192 

IND Đạt 19,165 0,996 

 

 
ACN - nước (60:40) 

 
ACN - nước (40:60) 

 
ACN - nước (30:70) 

 
ACN - nước acid percloric 0,01 % (40:60) 

 
ACN - nước acid percloric 0,01 % (33:67) 

 
ACN - nước acid percloric 0,01 % (30:70) 

Hình 1  Sắc ký đồ dung dịch chuẩn với các pha động khác nhau 
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Nhận xét: ở tỷ lệ ACN-nước aicd percloric 0,01 % 

(30:70, tt/tt), các peak hoạt chất tách nhau hoàn toàn và 

tách ra khỏi các peak khác trên sắc ký đồ. Peak của PER 

và IND được rửa giải lần lượt ở 13,612 phút và 25,631 

phút, đạt độ tinh khiết và các thông số sắc ký khác. Ở 

tỷ lệ 33:67 (tt/tt), thời gian rửa giải của các peak hoạt 

chất giảm xuống so với ở tỷ lệ 30:70 (tt/tt) giúp rút ngắn 

thời gian sắc ký. Peak của PER và IND lần lượt được 

rửa giải ở 9,562 phút và 21,029 phút, các peak vẫn tách 

nhau hoàn toàn, đồng thời đạt độ tinh khiết và các thông 

số sắc ký. Do đó, lựa chọn pha động ACN-nước aicd 

percloric 0,01 % (33:67, tt/tt) cho các thử nghiệm tiếp 

theo. 

3.1.3 Khảo sát tốc độ dòng 

Kết quả khảo sát tốc độ dòng được thể hiện qua sắc ký 

đồ ở Hình 2. 

 
F=0,8 mL/phút 

 
F=1,0 mL/phút 

 
F=1,2 mL/phút 

Hình 2  Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn ở các tốc độ dòng khác nhau 

Nhận xét: tốc độ dòng tăng giúp rút ngắn thời gian sắc ký mà vẫn đảm bảo được khả năng phân tích của quy trình. 

Vì vậy, chọn tốc độ dòng là 1,2 mL/phút cho các thử nghiệm tiếp theo. 

3.1.4 Khảo sát nhiệt độ cột 

Kết quả khảo sát tốc độ dòng được thể hiện qua sắc ký đồ ở Hình 3. 

 

Hình 3  Sắc ký đồ của dung dịch chuẩn ở các nhiệt độ cột khác nhau 
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Nhận xét: khi quan sát sắc ký đồ ở các nhiệt độ khác 

nhau, kết quả cho thấy nhiệt độ các cột cao thì các peak 

hoạt chất các được rửa giải ra sớm hơn. Tuy nhiên, nếu 

tiến hành sắc ký trong thời gian dài ở nhiệt độ cao, có 

thể làm gãy các liên kết của pha tĩnh do đó vẫn lựa chọn 

nhiệt độ cột là 35 ℃ để tiến hành phân tích. 

3.1.5 Khảo sát dung môi chiết 

Tiến hành sắc ký 1 lần mỗi dung dịch thử được chiết 

bằng methanol và ethanol tương tự như Mục 2.2. Kết 

quả khảo sát dung môi chiết được trình bày trong Bảng 

2 và Hình 4. 

Bảng 2  Kết quả khảo sát dung môi chiết 

  Diện tích peak (µAU × giây) Số đĩa lý thuyết Hệ số kéo đuôi Độ phân giải 

PER 
Methanol 278 669 3 102 1,080 1,281 

Ethanol 265 706 2 964 1,078 2,790 

IND 
Methanol 546 378 11 045 0,937 15,966 

Ethanol 533 674 10 543 0,946 15,619 

 

Hình 4 Ảnh hưởng của dung môi chiết tới diện tích peak 

của PER và IND trong dung dịch thử 

Nhận xét: khi thay đổi dung môi chiết, diện tích peak của 

PER và IND thay đổi không đáng kể. Tuy nhiên, sắc ký 

đồ của mẫu thử được chiết bằng methanol cho thấy peak 

của PER chưa đạt độ phân giải trong khi mẫu thử được 

chiết bằng ethanol cho peak của PER và IND đều đạt yêu 

cầu về các thông số sắc ký. Vì vậy, chọn ethanol là dung 

môi chiết. 

3.1.6 Khảo sát thời gian siêu âm 

Tiến hành sắc ký 1 lần mỗi dung dịch thử được chiết 

bằng ethanol như trên với thời gian siêu âm lần lượt là 

(0, 5, 10, 15, 20 và 30) phút. Kết quả khảo sát thời gian 

siêu âm được thiện qua Hình 5. 

 

Hình 5  Ảnh hưởng của thời gian siêu âm tới diện tích 

peak của PER và IND trong dung dịch thử 

Nhận xét: khi tăng thời gian siêu âm thì nồng độ PER 

và IND chiết xuất được thay đổi không đáng kể và các 

peak đều đạt yêu cầu về các thông số sắc ký. Do đó, 

không cần chiết siêu âm mẫu thử. 

3.2 Thẩm định quy trình định lượng đồng thời 

indapamid và perindopril tert-butylamin trong viên nén 

bằng phương pháp HPLC 

3.2.1 Khảo sát tính phù hợp hệ thống 

Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống được trình bày 

trong Bảng 3. 

Bảng 3  Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống (n = 6) 

  Thời gian lưu 

(phút) 

Diện tích peak 

(µAU × giây) 

Số đĩa lý 

thuyết 

Hệ số kéo 

đuôi 

Độ phân 

giải 

PER 

Trung bình 8,594 273 036,8 

3 181,167 1,01 2,94 SD 0,01 2 016,08 

RSD (%) 0,16 0,74 

IND 

Trung bình 18,895 580 102,2 

7 250,633 0,88 14,52 SD 0,01 2 873,81 

RSD (%) 0,06 0,50 
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Nhận xét: kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống cho 

thấy, giá trị RSD của thời gian lưu và diện tích peak 

của IND và PER đều nhỏ hơn 2,0 %, số đĩa lý thuyết 

lớn hơn 2 000, hệ số kéo đuôi nằm trong khoảng (0,8-

1,5) và độ phân giải đều lớn hơn 1,5. Như vậy, quy 

trình phân tích đạt tính phù hợp hệ thống. 

3.2.2 Khảo sát độ đặc hiệu 

Kết quả khảo sát độ đặc hiệu cho thấy sắc ký đồ của 

mẫu trắng không chứa peak có thời gian lưu tương ứng 

với peak của PER và IND trên sắc ký đồ của dung dịch 

chuẩn. Sắc ký đồ của dung dịch hỗn hợp chuẩn xuất 

hiện 2 peak có thời gian lưu tương ứng với thời gian 

lưu của peak PER và IND trong sắc ký đồ các dung dịch 

chuẩn riêng rẽ tương ứng. Trong sắc ký đồ của dung 

dịch thử thêm hỗn hợp chuẩn, chiều cao và diện tích 

của các peak PER và IND tăng lên so với dung dịch 

thử. Peak PER và IND tách hoàn toàn trên sắc ký đồ 

trong tất cả các mẫu. Phổ UV tại thời gian lưu của các 

peak PER và IND trong dung dịch thử, dung dịch thử 

thêm hỗn hợp chuẩn giống với phổ UV tại thời gian lưu 

của các peak PER và IND trong dung dịch hỗn hợp 

chuẩn. Sử dụng chức năng kiểm tra độ tinh khiết cho 

thấy peak PER và IND đạt độ tinh khiết trong tất cả các 

mẫu. Trong sắc ký đồ của các mẫu phân hủy, peak của 

PER và IND xuất hiện trong khoảng thời gian lưu tương 

ứng với thời gian lưu của các peak chính trong sắc ký đồ 

của dung dịch hỗn hợp chuẩn, 2 peak này tách nhau hoàn 

toàn và tách hoàn toàn khỏi các peak tạp khác và đạt độ 

tinh khiết trên sắc ký đồ. Như vậy quy trình đáp ứng các 

yêu cầu về tính đặc hiệu. 

3.2.3 Khảo sát tính tuyến tính, giới hạn phát hiện 

(LOD), giới hạn định lượng (LOQ) 

Kết quả khảo sát tính tuyến tính được trình bày trong 

Bảng 4. 

Bảng 4  Kết quả khảo sát tính tuyến tính 

Perindopril tert-butylamin Indapamid 

Nồng độ (ppm) Diện tích peak (µAU × giây) Nồng độ (ppm) Diện tích peak (µAU × giây) 

10 65 543 5 226 030 

20 136 104 10 450 548 

40 268 601 15 667 580 

50 341 931 20 900 844 

80 542 834 30 1 352 309 

100 673 109 35 1 555 299 

Từ kết quả khảo sát thu được tiến hành xử lý thống kê bằng phần mềm Excel 2016, kết quả xác định được phương 

trình thể hiện sự tương quan giữa nồng độ và diện tích peak của PER và IND lần lượt là y = 6758,3x và y = 44590x. 

Dựa vào độ lệch chuẩn và độ dốc của phương trình hồi quy tuyến tính của IND và PER, kết quả LOD, LOQ được 

trình bày trong Bảng 5. 

  Bảng 5  Kết quả giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ) 

 Hệ số a Độ lệch chuẩn SD LOD (ppm) LOQ (ppm) 

PER 6 758,3 3 008,8 1,47 4,45 

IND 44 590 7 974,6 0,59 1,79 

Nhận xét: từ kết quả khảo sát cho thấy, quy trình phân tích đạt tính tuyến tính trong khoảng (10-100) ppm với PER 

và (5-35) ppm với IND. Xác định được giới hạn phát hiện của PER và IND là 1,47 ppm và 0,59 ppm, giới hạn định 

lượng lần lượt là 4,45 ppm và 1,79 ppm. 

3.2.4 Độ chính xác và độ đúng: kết quả khảo sát độ đúng và độ chính xác được trình bày trong Bảng 6. 

Bảng 6  Kết quả khảo sát độ đúng và độ chính xác 

 PER IND 

Độ đúng 

(n = 9) 

Tỷ lệ phục hồi (%) (99,17-99,64) (98,60-99,63) 

RSD (%) 0,34 0,62 

Độ chính 

xác 

 Hàm lượng so với 

nhãn (%) 
RSD (%) 

Hàm lượng so với 

nhãn (%) 
RSD 

Độ lặp lại (n = 6) 100,29 0,39 99,25 0,44 

Độ chính xác trung gian (n = 12) 99,78 0,90 99,21 0,71 
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Nhận xét: từ kết quả khảo sát cho thấy, tỷ lệ phục hồi 

nằm trong khoảng từ (98,0-102,0) %. Hàm lượng của 

PER và IND ở mỗi ngày phân tích đều có RSD < 2,0 % 

và kết quả định lượng ở 2 ngày khác nhau khác nhau 

không có ý nghĩa thống kê. Do đó, quy trình đạt độ 

đúng và độ chính xác. 

Kết quả thẩm định cho thấy, quy trình định lượng đồng 

thời indapamid và perindopril tert-butylamin trong viên 

nén bằng phương pháp HPLC đạt yêu cầu theo hướng 

dẫn của ICH về tính phù hợp hệ thống, độ đặc hiệu, tính 

tuyến tính, độ đúng và độ chính xác. 

3.3 Ứng dụng quy trình để định lượng đồng thời 

indapamid và perindopril tert-butylamin trong một số 

mẫu viên nén trên thị trường 

Tiến hành đánh giá hàm lượng perindopril tert-

butylamin và indapamid trong một số chế phẩm viên 

nén trên thị trường bằng phương pháp HPLC theo quy 

trình đã xây dựng. 

Hàm lượng perindopril tert-butylamin và indapamid có 

trong một đơn vị chế phẩm so với hàm lượng ghi trên 

nhãn được tính theo công thức: 

H (%) = 
𝑆𝑡

𝑆𝑐
 × 

𝑚𝑐

𝑚𝑡
 × C × 

𝐷𝑡

𝐷𝑐
 × 

𝑚𝑡𝑏

𝐻𝐿𝑁
 × 100 

Trong đó: 

St: diện tích peak của hoạt chất trong dung dịch thử 

Sc: diện tích peak của hoạt chất trong dung dịch chuẩn 

mc: Khối lượng cân của chất chuẩn (mg) 

mt: khối lượng cân của mẫu thử (mg) 

C: hàm lượng % chuẩn đối chiếu tính trên chế phẩm 

làm khan 

Dt: độ pha loãng của dung dịch thử 

Dc: độ pha loãng của dung dịch chuẩn 

mtb: khối lương trung bình viên (mg) 

HLN: hàm lượng hoạt chất ghi trên nhãn (mg) 

Kết quả được trình bày trong Bảng 7. 

Bảng 7  Kết quả định lượng perindopril tert-butylamin và indapamid trong chế phẩm viên nén có trên thị trường bằng phương 

pháp HPLC-PDA 

Mẫu 

Perindopril tert-butylamin Indapamid 

Thời gian 

lưu (phút) 

Diện tích peak 

(µAU × giây) 

HLN 

(mg) 

HL 

(%) 

Thời gian 

lưu 

(phút) 

Diện tích 

(µAU × giây) 

HLN 

(mg) 

HL 

(%) 

Coperil Plus 8,408 276 415 4 100,87 18,818 559 072 1,25 99,53 

Prenewel 8,400 267 928 4 101,83 18,797 527 320 1,25 95,84 

Bi Preterax 8,405 270 065 4 100,77 18,816 527 576 1,25 96,04 

3.4 Bàn luận 

Thông qua phổ UV của PER và IND cho thấy, PER có 

độ hấp thu cao trong khoảng bước sóng (200-230) nm 

còn IND có độ hấp thu cao trong khoảng bước sóng 

(200-260) nm. Do đó, lựa chọn bước sóng 215 nm để 

phát hiện đồng thời PER và IND là phù hợp với kết quả 

của các công trình nghiên cứu đã công bố trước đó [13-

16]. Trong kỹ thuật sắc ký pha đảo (Rp-HPLC), khả 

năng phân tích các chất phụ thuộc vào nhiều yếu tố như 

loại pha tĩnh, bản chất và tỷ lệ các thành phần trong pha 

động, chất phân tích, … Tùy vào bản chất của chất phân 

tích để lựa chọn hệ pha động phù hợp dựa trên các tài 

liệu tham khảo hoặc từ kết quả thực nghiệm. Dựa trên 

các công trình đã công bố [13, 15-18] cũng như các 

chuyên luận riêng của từng hoạt chất trong Dược điển 

[9-12] về quy trình định lượng đối tượng cần phân tích 

là IND và PER cho thấy, pha động để phân tích IND và 

PER gồm ACN và nước hoặc nước acid, có thể có hoặc 

không có methanol. Vì vậy, ban đầu nghiên cứu này đã 

lựa chọn pha động gồm ACN và nước để khảo sát. Các 

peak thu được có sự bất thường về hình dạng peak và 

vẫn chưa đạt yêu cầu về độ tinh khiết và hệ số kéo đuôi. 

Thay thế nước bằng nước acid percloric 0,01 % và thay 

đổi tỷ lệ dung môi để khảo sát. Việc acid hóa pha động 

sẽ hạn chế các gốc silanol tự do trong pha tĩnh bị ion 

hóa gây tương tác xấu với chất phân tích từ đó cải thiện 

được hình dạng peak. Bên cạnh đó, khi tăng tỷ lệ acid 

trong pha động thì thời gian lưu của các peak hoạt chất 

tăng do tỷ lệ dung môi phân cực tăng làm tăng tương 

tác giữa chất phân tích với pha tĩnh dẫn tới các chất 

được rửa giải trễ hơn, tăng thời gian lưu của các chất. 

Tuy nhiên, các peak tách nhau tốt và đạt yêu cầu về các 

thông số sắc ký. Tiếp tục thay đổi các điều kiện về tốc 

độ dòng và nhiệt độ cột để cải thiện thời gian sắc ký. 

Việc tăng tốc độ dòng từ 1,0 mL/phút lên 1,2 mL/phút 

giúp cải thiện thời gian lưu của từng chất phân tích mà 

vẫn đạt yêu cầu về số đĩa lý thuyết, độ tinh khiết, hệ số 

kéo đuôi và độ phân giải đối với từng peak. Khi khảo 

sát nhiệt độ cột, kết quả cho thấy nhiệt độ cột tăng thì 

thời gian lưu của các peak hoạt chất và áp suất hệ thống 
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giảm xuống do nhiệt độ cột tăng lên sẽ làm giảm độ 

nhớt của pha động, giảm áp suất hệ thống và các chất 

được rửa giải ra sớm hơn. Tuy nhiên, việc vận hành ở 

nhiệt độ cao trong thời gian dài sẽ làm gãy các liên kết 

trong pha tĩnh, đồng thời nhiệt độ càng cao thì càng ít 

loại cột sắc ký phù hợp. Do đó, lựa chọn 35 ℃ là nhiệt 

độ phân tích để không ảnh hưởng tới các liên kết của 

pha tĩnh và phù hợp với nhiều loại cột sắc ký khác nhau 

mà vẫn đảm bảo được các thông số sắc ký đối với từng 

peak hoạt chất. 

Bên cạnh đó, việc lựa chọn ethanol làm dung môi chiết 

mẫu thử vì không ảnh hưởng tới diện tích peak của các 

hoạt chất mà các peak lại có độ phân giải tốt hơn so với 

việc sử dụng methanol làm dung môi chiết. Đồng thời, 

ethanol ít độc hại hơn so với methanol nên sẽ an toàn 

cho người sử dụng hơn. Kết quả khảo sát thời gian siêu 

âm cho thấy, thời gian siêu âm không ảnh hưởng tới tín 

hiệu của các peak thu được, do đó lựa chọn không siêu 

âm để đơn giản hóa quy trình xử lý mẫu. 

Từ các kết quả khảo sát, đã lựa chọn được quy trình 

phân tích phù hợp để định lượng đồng thời indapamid 

và perindopril tert-butylamin trong viên nén bằng 

phương pháp Rp-HPLC với đầu dò PDA. Quy trình đã 

được thẩm định đạt tính phù hợp hệ thống, độ đặc hiệu, 

tính tuyến tính, giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng, 

độ đúng và độ chính xác theo hướng dẫn của ICH. 

4 Kết luận 

Quy trình định lượng đồng thời indapamid và 

perindopril tert-butylamin trong viên nén bằng phương 

pháp HPLC đã được xây dựng thành công với điều kiện 

sắc ký như sau: cột sắc ký HiQ sil C18HS (250 mm × 

4,6 mm, 5 µm), nhiệt độ cột 35 ℃, đầu dò PDA, bước 

sóng phát hiện 215 nm, thể tích tiêm mẫu 10 µL, tốc độ 

dòng 1,2 mL/phút, pha động gồm acetonitril-nước acid 

percloric 0,01 % (33:67). Các dung dịch mẫu được hòa 

tan và pha loãng bằng ethanol, không cần siêu âm. Quy 

định đã được thẩm định đạt tính phù hợp hệ thống; độ 

đặc hiệu; khoảng tuyến tính (5-35) ppm với indapamid 

và (10-100) pmm với perindopril tert-butylamin; độ 

đúng và độ chính xác theo hướng dẫn của ICH. Giới hạn 

phát hiện và giới hạn định lượng của indapamid là 0,59 

ppm và 1,79 ppm; perindopril tert-butylamin là 1,47 

ppm và 4,45 ppm. 
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Abstract  Hypertension is the world’s leading cause of death. The number of people with hypertension, 

particularly at a young age, is constantly increasing. The proportion of patients with uncontrolled hypertension 

also grows due to ineffective monotherapy. Therefore, the use of fixed-dose combination drugs such as 

Indapamide (IND – Thiazid-like) and Perindopril tert-butylamine (PER – ACE inhibitor) has become common. 

However, the Pharmacopoeia from Viet Nam and from other countries do not include specific guidelines on the 

process of simultaneous quantification of these 2 substances. Thus, this study was conducted to develop and 

validate the simultaneous quantification process of Indapamide and Perindopril tert-butylamine in tablets by 

high-performance liquid chromatography (HPLC). A method has been developed for the simultaneous 

quantification of Indapamide and Perindopril tert-butylamine with mobile phase consisting of acetonitril/0.01 % 

perchloric acid water (33:67), HiQ sil C18HS column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm), column temperature 35 °C, 

flow rate 1.2 mL/min, injection 10 μl, detecter PDA, and wavelength 215 nm. Sample processing conditions: 

ethanol extraction, no ultrasonication. The method has been validated according to the ICH guidelines, including: 

system suitability; specificity; linearity from (5-35) ppm and (10-100) ppm, respectively for Indapamide and 

Perindopril tert-butylamine (R > 0.9999); the detection limit and the quantitative limit for Indapamide and 

Perindopril tert-butylamine were 0.59 ppm and 1.79 ppm, and 1.47 ppm and 4.45 ppm respectively; accuracy 

(recovery rate of  (98.0-102.0) %); precision (RSD < 2.0 %). 

Keywords  Hypertension, Indapamide, Perindopril tert-butylamine, HPLC, Validating. 

  


