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BÀI NGHIÊN CỨU

Đặt vấn đề
Vildagliptin là một thuốc hạ đường huyết

có tác dụng ức chế enzym dipeptidyl
peptidase 4 (DPP-4). Thuốc được chấp nhận
đưa vào sử dụng ở châu Âu từ năm 2007 với
tên biệt dược là Galvus (Norvatis). Ngoài dạng
đơn chất, thuốc còn được phối hợp với
metformin trong viên hỗn hợp Galvus-Met
(Norvatis) với hàm lượng metformin/
vildagliptin tương ứng là 500/50, 850/50 và
1000/50 mg/viên. 2 hoạt chất này có tính tan
khác nhau, nồng độ trong viên khác nhau rất
xa. Chính vì vậy, nhà sản xuất đã dùng 2 quy
trình định lượng riêng biệt để xác định hàm
lượng 2 thành phần này.

Do có hiệu quả phối hợp tốt, dạng chế
phẩm phối hợp metformin và vildagliptin
xuất hiện ngày càng nhiều trên thị trường Việt
Nam. Một số tác giả đã tìm cách xác định
đồng thời 2 thành phần này trong dịch sinh
học. Các phương pháp đã được sử dụng bao

gồm quang phổ tử ngoại [1] và HILIC-MS/MS
[5]. Ở Việt Nam, tác giả Phan Thanh Dũng và
cộng sự đã xây dựng quy trình định lượng
đồng thời 2 thành phần này trong chế phẩm
bằng HPLC [4]. Tuy nhiên kết quả khảo sát cho
thấy phương pháp này chưa phù hợp trên đối
tượng mẫu thực nghiệm tại cơ sở. Do vậy, để
phục vụ cho quá trình nghiên cứu bào chế,
chúng tôi đã xây dựng một phương pháp
HPLC khác nhằm định lượng đồng thời
vildagliptin và metformin trong viên bao đa
thành phần phù hợp với điều kiện thực tế.
Dưới đây là các kết quả nghiên cứu thu được.

nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu
Hóa chất, thuốc thử: các hóa chất loại

HPLC do các hãng hóa chất Prolabo, Merck
cung cấp; Chuẩn làm việc metformin.HCl, số
lô: 20180808A, hàm lượng 99,7 %, do
Fengcheng group Co.,Ltd sản xuất; Chuẩn làm
việc vildagliptin số lô: 20181101Q, hàm lượng:
99,6 % do Jiangxi Synergy Pharmaceutical

Xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng
đồng thời vildagliptin và metformin trong 
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sUMMaRY
AnHPLCprocedurewasdevelopedforthesimultaneousdeterminationofmetformin.HCland

vildagliptinintheirfilm-coatedtabletsas:columnHypersilODS(150x4.6mm,5μm),detector218
nm,injectionvolum20μl,flowrate1,0ml/min,mobilephase:sodium1-heptansulfonatsolution
(pH3,85)–ACNwithagradientprogram.Thevalidationresultsforsystemsuitability,specificity,
linearityrange,precision,andaccuracyshowedthatthismethodwasconformedtotheASEAN
requirements.

Từkhóa:địnhlượngđồngthời,vildagliptin,metformin,HPLC.



Co.,Ltd sản xuất; Viên Galvus-Met (lot WUM66)
có chứa 50 mg vildagliptin và 850 mg
metformin.HCl do Novartis sản xuất.

Thiếtbị: Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng
cao Shimadzu L20155518195 có hệ thống
tiêm mẫu tự động, cân phân tích 4 số Mettler
Toledo XPE 105 (Thụy Sỹ).

Phươngphápnghiêncứu
Chuẩnbịmẫuchuẩn:chuẩn bị các dung

dịch chuẩn trong acetonitril (ACN) - nước
(1:40) có nồng độ metformin.HCl (MET)
khoảng từ 40 đến 100 μg/ml và vildagliptin
(VIL) từ 2,5 đến 6,0 μg/ml.
Chuẩnbịmẫuthử: Bóc bỏ lớp bao phim

của 20 viên, cân, tính khối lượng trung bình
viên (KLTB) rồi nghiền thành bột mịn. Cân
chính xác một lượng bột viên tương đương
với khoảng KLTB cho vào bình định mức
100,0 ml, thêm khoảng 70 ml nước cất 2 lần,
siêu âm 15 phút, thêm nước vừa đủ. Lọc qua
giấy lọc, bỏ 20 ml dịch lọc đầu. Pha loãng
dịch lọc 100 lần bằng ACN - nước (1:40). Lọc
qua màng lọc kích thước 0,45 µm và tiến
hành tiêm sắc ký.
Xâydựngphươngpháp
Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao

(HPLC) với cột Hypersil ODS (150 x 4,6 mm, 5
μm), tốc độ dòng 1,0 ml/phút, thể tích tiêm
mẫu: 20 µl đã được lựa chọn để khảo sát xây
dựng phương pháp phân tích đồng thời
metformin và vildagliptin. Các yếu tố cần xác
định gồm bước sóng phát hiện và pha động,
trong đó khảo sát các hệ đẳng dòng là a)
dung dịch đệm phosphat pH 3,5 - ACN

(85:15), b) dung dịch đệm phosphat pH 6,0 -
ACN (80:20), c) dung dịch đệm natri 1-
heptansulfonat pH 3,85 - ACN (90:10), và
gradient với hệ dung dịch đệm natri 1-
heptansulfonat pH 3,85 - ACN.
Thẩmđịnhphươngpháp
Theo hướng dẫn thẩm định phương pháp

định lượng của ASEAN[2], phương pháp xây
dựng đã được thẩm định các tiêu chí: tính
tương thích của hệ thống, độ chọn lọc - đặc
hiệu, khoảng nồng độ tuyến tính, độ lặp lại,
độ đúng, độ chính xác và độ ổn định của các
dung dịch.
Xửlýsốliệu
Các số liệu thu được được xử lý thống kê

trên phần mềm Microsoft Excel.
Kết quả nghiên cứu
Xâydựngphươngpháp
Xác định bước sóng phát hiện: Phổ hấp thụ

tử ngoại của dung dịch từng chất đã được xác
định. Phổ hấp thụ của vildagliptin (hình 1-a)
thế hiện khả năng hấp thụ tử ngoại kém, độ
hấp thụ giảm dần từ 200 đến 240 nm trong
khi đó metformin cho phổ hấp thụ (hình 1-b)
với cường độ mạnh tại cực đại 239 và cực tiểu
218 nm. Trong nghiên cứu này, thành phần
metformin có nồng độ vượt trội so với
vildagliptin (850 mg vs 50 mg/viên). Vì vậy, ưu
tiên cho vildagliptin, chúng tôi lựa chọn bước
sóng cực tiểu của metformin là 218  1 nm để
tiến hành phép định lượng. 
Xácđịnhhệphađộng: Chuẩn hỗn hợp 2

thành phần và dung dịch pha mẫu lần lượt
được phân tích với các pha động nghiên cứu.
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1-a:Vildaglipin 1-b:Metformin
Hình1:Phổhấpthụtửngoạicủacácchất



Kết quả (hình 2) cho thấy cả 3 pha động
khi chạy đẳng dòng đều không đạt yêu cầu
phân tích. Pha động a) pic metformin trùng
với pic dung môi. Pha động b) cho pic 2 chất
gần trùng nhau hoàn toàn (1,6 và 1,8 phút).
Pha động c) sau 25 phút phân tích vẫn chưa
thấy pic vildagliptin (hình 2c). Trên cơ sở pha
động c), chúng tôi tiến hành gradient dung
môi để thu được 1 sắc ký đồ có 2 pic tách
nhau hoàn toàn (độ phân giải >24) (hình 3).

Chương trình dung môi phù hợp được đưa
ra trong bảng 1.

Thẩmđịnhquytrình
Tínhtươngthíchcủahệthống: tiến hành

sắc ký 6 lần cùng một dung dịch chuẩn hỗn
hợp có chứa khoảng 85 µg/ml metformin và
5,0 µg/ml vildagliptin. Kết quả đưa ra trong
bảng 2 cho thấy RSD của cả thời gian lưu,
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a)DdđệmphosphatpH3,5-ACN
(85:15)

b)DdđệmphosphatpH6,0–ACN
(80:20)

c)Natriheptansulfonat0,2g-NaCl
0,5g/l)–ACN(90:10)

Hình2:Sắckýđồcủachuẩnhỗnhợpmetforminvàvildaglipinvớicácphađộngđẳngdòng

Hình3:Sắckýđồcủadungdịchmetforminvàvildagliptinvớiphađộng
3theochươngtrìnhgradient.

Bảng1:Chươngtrìnhdungmôiphùhợpđể
phântíchđồngthờimetforminvàvildagliptin



diện tích pic, hệ số đôi xứng (T), và số đĩa lý
thuyết (N) của từng chất đều không vượt quá
2 %, phù hợp với yêu cầu của ASEAN. Độ
phân giải của pic vildagliptin với pic tạp gần
nhất (thời gian lưu khoảng 11,2 phút) luôn
luôn lớn hơn 5.
Độchọnlọc-đặchiệu
Tiến hành phân tích các mẫu: placebo,

placebo thêm chuẩn từng chất, placebo thêm
chuẩn hỗn hợp, và mẫu thử theo phương
pháp đã xây dựng. 

Sắc ký đồ thu được (hình 4) cho thấy
placebo không cho pic tại vị trí tương ứng với
pic của các chất chuẩn. Dung dịch thử cho các
pic có thời gian lưu và phổ hấp thụ tử ngoại
giống với thời gian lưu và phồ tử ngoại tương
ứng với các chất metformin và vildagliptin
trên các sắc ký đồ placebo thêm chuẩn. Điều

đó chứng tỏ phương pháp tiến hành có tính
đăc hiệu cao.

Mặc dù thời gian lưu của 2 pic cách nhau
rất xa nhưng khi thay đổi tỉ lệ dung môi, một
số tá dược cũng cho pic ở vùng giữa 2 pic. Vì
vậy chúng tôi không điều chỉnh để
vildagliptin ra sớm hơn.
Khoảngnồngđộtuyếntính:Tiến hành sắc ký

dãy dung dịch chuẩn hỗn hợp có nồng độ
metformin từ 42,3 đến 101,6 µg/ml và
vildagliptin từ 2,58 đến 6,18 µg/ml theo quy
trình đã lựa chọn. Kết quả (bảng 3, hình 5) cho
thấy trong khoảng nồng độ khảo sát, cả
metformin và vildagliptin đều cho các đáp ứng
tỉ lệ thuận với nồng độ mỗi chất, với hệ số
tương quan cao (r > 0,99), độ chệch (CV) thấp
(không quá 3%), phù hợp với yêu cầu chung
của một phương pháp phân tích định lượng.
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Hình4:Sắckýđồcácmẫuplacebo,placebothêmchuẩnvàthử

Bảng2:Kếtquảxácđịnhđộphùhợphệthống
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Bảng3:Kếtquảkhảosátkhoảngtuyếntính

Bảng4:Kếtquảkhảosátđộđúng,độchínhxác
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Độđúng,độchínhxác:Tiến hành phân tích
các mẫu LQC, MQC và HQC là các placebo
thêm chuẩn tương ứng với khoảng 60, 100 và
110 % so với nồng độ dung dịch thử theo quy
trình vừa xây dựng, mỗi nồng độ 6 mẫu độc

lập. Tính toán hàm lượng, so sánh với hàm
lượng thực của mẫu. Kết quả được đưa ra
trong bảng 4 cho thấy phương pháp có độ
đúng và độ chính xác cao với tỉ lệ tìm lại đều
từ 98 đến 102 %, RSD < 2 %.

Hình5:Đồthịbiểudiễntươngquantuyếntínhgiữadiệntíchpicvànồngđộcácchất

Bảng5:Kếtquảxácđịnhđộchínhxáctrunggian

Bảng6:Kếtquảđịnhlượngmẫuthử



Độchínhxáctrunggian:so sánh kết quả
định lượng cùng 1 mẫu thử trong 3 ngày khác
nhau bởi những người khác nhau. Kết quả
(bảng 5) cho thấy phương pháp đạt yêu cầu
về độ chính xác trung gian với RSD mỗi ngày
và cả 3 ngày đều không quá 2 %.

Như vậy, phương pháp vừa xây dựng đã
đáp ứng được các yêu cầu của ASEAN về quy
trình phân tích. 

Ứngdụng
Phương pháp đã được sử dụng để định

lượng các thành phần có trong chế phẩm
Galvus-Met 50mg/850mg (lot WUM66). Kết
quả thu được (bảng 6) hàm lượng của
metformin và vildagliptin lần lượt là 98,6
(0,27) % và 100,2(1,2) % so với hàm lượng
ghi trên nhãn.

Bàn luận
Metformin là một hoạt chất thường được

sử dụng trong điều trị bệnh tiểu đường và rất
hay được dùng dạng phối hợp với các thuốc
trị tiểu đường nhóm khác như các
sulfonylurea (glibenclamid, gliclazid,
glimepirid,…), các gliflozin (dapagliflozin,
canagliflozin,…), các thuốc ức chế DPP-4
(saxagliptin, alogliptin, vildagliptin,…). Trong
hầu hết các trường hợp, do tính tan quá khác
nhau (metformin.HCl thân nước, tan tốt trong
nước, còn vildagliptin thân dầu, tuy rằng cũng
tan trong nước) và chênh lệch nồng độ giữa
2 chất quá lớn, các thành phần này thường
được định lượng bằng các quy trình định
lượng khác nhau, trong đó quy trình định
lượng metformin thường có chất tạo cặp ion
như natri hexasulfonat, natri heptansulfonat,…
[3]. Do vậy chúng tôi cùng dùng một trong
các chất tạo cặp ion này để phân tích
metformin. Tuy nhiên, qua khảo sát, ở điều
kiện trên vildagliptin lại lưu lại quá lâu trong
cột. Vì vậy, chương trình dung môi là hết sức
cần thiết để có thời gian phân tích ngắn hơn.

Vì có pha động và chương trình chạy đơn
giản hơn nên phương pháp của tác giả Phan
Thanh Dũng và cộng sự [4] (pha động a) cũng
đã được khảo sát. Tuy nhiên kết quả thu được
không khả quan: có thể do sự khác nhau của
cột, hệ thống phân tích và tá dược trong viên,

ở điều kiện này, chúng tôi thu được pic
metformin.HCl ra quá nhanh (do hoạt chất
này thân nước nên ít bị lưu giữ trong cột) và
lẫn với các pic tạp, làm ảnh hưởng tới quá
trình phân tích. Chính vì vậy chất tạo cặp ion
(natri heptansulfonat) đã được sử dụng để
làm tăng thời gian lưu của metformin và
chương trình dung môi đã giúp vildagliptin ra
nhanh hơn. Kết quả thẩm định cho thấy các
xử lý trên là hoàn toàn phù hợp. Phương pháp
vừa xây dựng cho phép định lượng đồng thời
2 thành phần có nồng độ và tính tan rất khác
nhau là metformin và vildagliptin với độ đặc
hiệu cao, độ đúng và độ chính xác tốt, có
tương quan tuyến tính trong khoảng nồng độ
nghiên cứu.

Các nghiên cứu trước đây khi định lượng
đồng thời 2 thành phần này (MET và VIL) đều
dùng bước sóng xác định từ 210 nm trở
xuống[4], [6]. Ngoài lý do ưu tiên cho VIL như
đã nói ở trên, chúng tôi lựa chọn bước sóng
218 nm nhằm hạn chế phần lớn ảnh hưởng
có thể xảy ra do độ hấp thụ cao của các tạp
(có trong dung môi và trong một số tá dược)
ở vùng bước sóng thấp. 

Phương pháp mới xây dựng cũng đã được
sử dụng để định lượng 1 mẫu Galvus-Met
(lot WUM66) mua trên thị trường. Do không
đủ hóa chất, chúng tôi không thể so sánh
với phương pháp của nhà sản xuất ra thuốc
gốc (Norvatis). Tuy nhiên kết quả thu được
cũng cho thấy viên đạt chỉ tiêu này của tiêu
chuẩn cơ sở (95,0 đến 105,0 % so với hàm
lượng ghi trên nhãn của mỗi chất), đạt yêu
cầu về hàm lượng của thuốc đang lưu hành
trên thị trường.

Kết luận
Nghiên cứu đã xây dựng được một

phương pháp hiệu quả, chính xác để định
lượng đồng thời metformin và vildagliptin
trong chế phẩm dạng viên hỗn hợp. Kết quả
thẩm định cho thấy phương pháp có độ đặc
hiệu tốt, độ đúng và độ chính xác cao trong
khoảng tuyến tính (từ 42,3 đến 101,6 µg/ml
với metformin và từ 2,58 đến 6,18 µg/ml với
vildagliptin), có thể sử dụng để kiểm tra chất
lượng một số chế phẩm có trên thị trường.
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