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SUMMARY

WAVELENGTH SELECTION METHOD FOR UV-VIS SPECTROSCOPY TO
SIMULTANEOUSLY QUANTIFY AMLODIPINE AND INDAPAMIDE IN
TABLET FORM

In this work, we employed the wavelength selection method to construct Partial Least Squares (PLS) models
for simultaneous quantification of Amlodipine (AML) and Indapamide (IND) in pharmaceuticals. Three
wavelength selection methods, including sensitivity ratio (SR), backward variable elimination (BVE), and
genetic algorithm (GA), were utilized. The results demonstrated that the SR method selected the highest
number of wavelengths, while the GA method selected the fewest. We also developed calibration models
including PLS, SR-PLS, BVE-PLS, and GA-PLS. The statistical values for both the calibration and
validation datasets were favorable. Evaluation based on recovery rate indicated that the recovery results
were within the range of 90-110% for both AML and IND. The repeatability also yielded satisfactory
outcomes, with RSD values < RSD calculated using the Horwitz function. The quantification results of AML
and IND fell within the range of 90-110% compared to the labeled content, adhering to the regulations of
the Vietnamese Pharmacopoeia V.

Keywords: Wavelength selection, Partial least square, Sensitivity Ratio, Backward Variable Elimination,
Genetic Algorithm.

1. MO PAU

Quang phd héap thu phan tor UV-Vis da
cho thay vai trd to 16n trong viéc phan
tich cAc mau do tinh don gian, nhanh
chong va cac phép do khong phai xu ly
mau phuc tap. Cac phuong phap phan tich
da bién da duoc sir dung rong réi trong
phan tich dinh luong dac biét 1a phuong
phap binh phwong tdi thiéu riéng phan

(PLS). Tuy nhién, hau hét phd UV-Vis
thuong dugc quét trong mot khoang bude
s6ng rong, bao gom tat ca cac budc séng
ma c6 thé mang lai nhiing thong tin quan
trong ciing nhu nhitng thdng tin nhiéu,
chdng chéo vao trong cac mo hinh hiéu
chuan da bién, diéu nay tao ra nhiing
thach thac to 1on cho viéc xdy dung mo
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hinh PLS dé c6 kha ning du bdo ¢ cac
méau chua biét. Theo d6, nhiéu phuong
phap chemometric dugc phat trién dé cai
thién d6 on dinh du doan ctia cdc mo hinh
PLS [1]. Theo Tahir Mehmood va cong
su, cO0 17 phuong phap lua chon budc
song trong PLS duoc phén thanh ba nhom
chinh, bao gdm phuong phap loc (filter),
phuong phdp boc (wrapper) va phuong
phap nhung (embedded) [2].

Céac phuong phap loc lya chon budc song
theo hai buéc, trudce tién dix liéu duge dua
vao mo6 hinh PLS, sau d6 lya chon budc
song dugc thyc hién bang cac dat mot
ngudng trén mot dai luong lién quan
trong m6 hinh, tir d6 thu dugc moé hinh
PLS di duoc diéu chinh. Phuong phap
nay nhanh chéng, dé tinh todn nhung dbi
V6i tinh lién quan dén du doan cac bién da
dugc lya chon thi phuong phap nay khong
dua ra bat ky théng tin nao. Trong qua
trinh lya chon ngudng thi s€ anh huong
rat Ion dén kha nang dy bao caa mé hinh
nén viéc chon dugc mot ngudng tot l1a
mot qua trinh thuc hién kho khan. Trong
nhoém phuong phap loc nay bao gém céc
phuong phap lya chon ngudng cua vector
trong sb tai (loading weight), hé sé hoi
quy (RC), kiém dinh Jackknife (JT), ti l¢
do nhay (SR)... [2-3].

Phuong phdp boc sir dung cic phuong
phép loc theo cach lap lai va két hop voi
mot thuat toan tim kiém nao d6 dé diéu
chinh mé hinh PLS [4]. Cac thuat toan
tim kiém nay s& trich xuét cac tap con
budc song sao cho kha nang du doan cua
mo hinh méi ¢6 can bac hai cua téng binh
phuong sai s6 du doan (RMSEP) 13 nho
nhat. Phuong phap nay doi hoi phai xay
dung céc thuat toan twong ddi phuc tap,
thoi gian tinh todn cham hon so vai
phuong phap loc. Mot s6 phuong phéap da
dugc s dung nhu thuat toan di truyén
(GA) [5-8], loai bo bién nguoc (BVE) [9],
loai bo bién khong co thong tin (UVE)
[10], quy trinh loai bo co6 diéu chinh

[11]...Cac thuat toan nay lam cho két qua
cua viéc tim kiém cac budc séng téi uu
cho mé hinh PLS c6 thé 12 lién tuc (BVE,
UVE) hoac roi rac (GA).

Phuong phap nhing két hop lya chon
budc song va mo hinh cung dugc thuc
hién trong ciing mot budc. Tim kiém cac
tap con budc song tdi wu duoc tién hanh
trén mdi thanh phan cua mé hinh PLS. Do
d6 phuong phap nhung thuong tn it thoi
gian hon phuong phip boc. Mot sb
phuong phip nhing da dugc s dung
trong viéc lva chon buéc song bao gom
phuong phap soft-thresholding (ST) [12],
truncation PLS [13] va dong goép cua
budc song co trong s6 véi PLS[14].

Ciing theo Tahir Mehmood va cong su da
so sanh hiéu qua viéc st dung cac phuong
phdp lya chon buéc song cho thiy
phuong phap BVE va SR 1a hai phuong
phép c6 kha nang lya chon budc séng ma
hiéu qua caa md hinh du doan PLS tdt
nhat. Trong khi do, phuong phap GA la
phuong phéap lya chon t6i wvu duoc sir
dung nhiéu trong cac linh vyc khac nhau.
Vi vay, trong bai bao nay chung téi st
dung ba thuat toan bao gém SR, BVE va
GA dé thuc hién Iya chon cac budc song
quang phé UV-Vis két hop phuong phap
phan tich da bién PLS dé dinh luong dong
thoi Amlodipin  (AML) va Indapamid
(IND) trong dang bao ché vién nén. Pong
thoi cling so sanh hiéu qua cua viéc du
doan ctia cdc phwong phap trén mau thuc
té thu dugc. Cac phuong phép tinh toan
dugc thyc hién trén phan mém R phién
ban 4.3.0, R.studio 2023.3.0 voi cac goi
pls, plsValsel dugc st dung.

2. THUC NGHIEM
2.1 Hoa chit va thiét bi

Hoéa chat: Amlodipin besylate chuan
100,3% (tinh trén nguyén trang),
Indapamid chuan 97,7% (tinh trén nguyén
trang) duwoc cung cip boi Vién kiém



nghiém thudc Thanh pho HO Chi Minh,
Methanol (Fisher, M¥), nudc cat.

Thiét bi: may quang pho hap thu phan tir
UV-Vis UH5300 (Hitachi, Nhat Ban), can
dién tir Sartorius (d6 chinh xé&c 0,0001 g),
bé rung siéu 4m Elma (Puc), may cat nudc
2 lan Bibby Scientific A400D (Anh).

2.2 Phwong phap nghién ctru
2.2.1 Chudn bj mdu

Chuan bi dung dich chuan gbc: Cac dung
dich chuan géc AML 1000 pg/mL va IND
1000 pg/mL duoc pha bang cach can mot
lugng chinh xé&c chat chuan AML va IND
cho vao binh dinh mac 50 mL thém
MeOH vira du, siéu am trong 5 phdt cho
chat chuan hoa tan hoan toan sau dé bao
quan trong ta lanh. Dung dich chuan lam
viéc hang ngay duoc pha truc tiép tir dung
dung dich chuan gbc theo céc ti 1& dugc
tinh todn. Dung dich chuan truéc khi dem
di pha duoc lay ra khoi ta lanh dé can
bang dén nhiét do phong (25°C).

Chuan bi miu thudc: can ngau nhién 20
vién va tinh khéi lwong trung binh mot
vién, nghién thanh bot min va tron déu.
Can chinh xac mét luong bot mean =
0,6325 g twong ung voi 1,5 lan khéi
luong trung binh cua mot vién thudc
Natrixam 1,5mg/5mg, hoa tan bing
MeOH trong binh dinh mtc 50 mL. Dé
ling trong 30 phdt va loc bang mang loc
0,45 pm. Hut chinh xac 1 mL dich loc cho
vao binh dinh mac 10 mL, thém nudc cét
dén vach, sau d6 do do hip thu phan tir
UV-Vis trong khoang budc song 200 —
400 nm, budc nhay 0,2 nm.

2.2.2 Thiét ké thi nghiém

Trong phuong phap phén tich da bién, tap
nong do hiéu chuan dé xay dung mo hinh
phai duoc thiét ké phai dam bao céc yéu
Ccau sau: cO mat tat ca cac thanh phan co
trong mau phan tich, bao trum khéng gian
nong do can phan tich, chira cac diéu kién
phan tich, tong d6 hip thu khéng dugc

vuot quéa giéi han do cua thiét bi va dic
biét 1a cac mau phai chtra cac ndng do sao
cho khong tuwong quan véi nhau (truc
giao). Trong cdng viéc hién tai chang toi
xay dung cac tap thi nghiém hiéu chuan va
kiém tra dua trén thiét ké thi nghiém cau
triic c6 tam (CCD) [15]. Két qua cac gia tri
nong do duoc thé hién trong bang 1.
Bang 1. Céc gié tri né‘ng dé trong tap hiéu
chuan va tgp kiém tra

Tap néng do hiéu Téap néng do kiém tra

chuén (ug/mL) (ng/mL)

Mau IND AML Miau IND AML
T1 3 10 V1 35 15
T2 6 10 V2 55 15
T3 3 40 V3 35 35
T4 6 40 V4 55 35

TS5 4,5 25 V5 4,5 25
T6 2,4 25 V6 3,1 25
T7 6,6 25 V6 5,9 25
T8 4,5 4 V8 4,5 11
T9 4,5 46 V9 4,5 39
T10 4,5 15

T11 4,5 30

2.2.3 Khao séat tinh chdt cia phé UV-Vis
cua AML va IND

Tién hanh pha cac dung dich chuan IND
4,5 pg/mL, AML 25 pg/mL va hon hop
bao gom IND 4,5 pg/mL va AML 25
pg/mL. Dé khao st tinh on dinh cua pho
hip thu cua céc chat trong diéu kién
phong thi nghiém, thyc hién quét phd hap
thu cua cac dung dich chuan bj & cac thoi
gian: 0 phat, 30 phat, 60 phat, 90 phat,
120 pht, 150 phit va 180 phiit & ca hai
diéu kién: c6 anh sang va dé trong toi.
Mit khac, danh gia tinh cong tinh cta hon
hop, thuc hién quét phd lan luot cac dung
dich IND, AML va hon hop cta ching &
c4c muc nong do trén. Dya trén phd |i
thuyét cua tong do hap thu cua hai dung
dich IND va AML dugc so sanh véi phd
cua hdn hop dé khang dinh tinh cong tinh.



2.2.4 Phwong phap binh phwong 16i thiéu
riéng phan (PLS)

Cho dén nay c6 rat nhiéu thuat toan PLS
khac nhau, tuy nhién két qua cac thuat
toan d6 mac du cé cach bién ddi khac
nhau nhung két qua thu dwgc déu nhu
nhau. Trong phan nay, chang toi gIGI
thiéu thuat toan duogc s dung pho bién
nhat. Gia s c6 tap dir liu do hap thu
Xmp) (X 12 ma tran c6 kich thuéc n mau x
p budc soéng) cd mdi quan hé véi tap gia
tri nong do Y1y (v 1a vector nong do cua
mot chat c6 kich thuéc n mau x1) théng
qua méi qua hé tuyéntinhy = a + Xg + ¢
Vi cac tham sb hdi quy chua biét a, S va
sai s6 . Dé thuc hién thuat toan PLS, dau
tién cac bién duoc can gitra dir lidu:
Xo = X-1x" va yo,= y- 1y. bat A
la s6 thanh phan bién tiém an duoc trich
xuat. Khi a = 1, 2, ... A, thuat toan dugc
thuc hién nhu sau:

(1) Tinh tai trong (LWSs):

a= Xg—lya—l 1)
Trong s6 nay xac dinh hudng trong khang
gian m¢ rong boi toi da hiép phuong sai
cua Xa-1 VO Ya1. Chuan hoa LWs dé co do
dai bang 1: w, « w,/|lw,||

(2) Tinh vector diém t,:
ta = Xa—1Wq (2)

(3) tinh tai cua X pa bang cach hoi quy
bién X,.1 trén vector diém so:

Pa = X(’I;—lta (tgta)_l (3)
Tinh twong tu Véi tai cuay da:
o = yg—lta(tgta)_l (4)

(4) Giam céc gia tri ctia Xa1 VA Ya1 bang
cach trur di dong gop cua t,:

Xg=Xg-1— talew (5)

Ya = Ya-1 — tala (6)
(5) Néu a < A quay lai thuc hién buédc 1.

Céc tai trong (w), diém (t) va tai (p, q)
dugc tinh & mdi lan lap lai cho dén khi
thoa man diéu kién dumng (a<A) thu duoc
ma tran W, T, P va vector ¢. Hé s6 hoi
quy trong md hinh tuyén tinh dugc Xxé&c
dinh bang cong thuc g = W(PTW) 1q.
Tir phuong trinh hdi quy di xay dung,
phd hap thu caa chat phan tich chwa biét
dugc do va thay vao phuong trinh hdi quy
de xac dinh nong do cua cac chat trong
mau chua biét [2],[16].

2.25 Lwa chon buoc song dwa trén
phuwong phap PLS

Cac phuong phap lga chon budc song
dugc thyc hién boi cac phuong phap SR,
BVE va GA. Phuong phap SR bat dau
bang viéc xay dung mot md hinh du doan
sir dung tat ca cac budc séng c6 san. Sau
d6, mdi budc séng dugc loai bo mot cach
tuan tu tr mo hinh va hiéu suit caa mo
hinh duoc danh gia sau mdi lan loai bo.
Déi véi timg bude song, SR dugc tinh
bang céch lay hiéu suat cua mé hinh ban
dau trir di hiéu suat caa mé hinh sau khi
loai bo bién d6, va chia cho higu sut cia
mo hinh ban dau. SR cang cao, budc séng
cang quan trong va anh huoéng dén hiéu
suat du doan cia mé hinh. Sau khi tinh
todn SR cho tit ca cac budc song, cac
budc soéng cd SR cao nhit duoc coi 1a
quan trong nhat va duoc lya chon dé xay
dung md hinh cudi cing. Qué trinh nay
dugc lap lai cho dén khi dat dugc s
luong budc séng mong mudn hoic khi
khéng con budc séng nao c6 SR dang ké
[17].

Phuong phap BVE 1a mét quy trinh loai
bo bién nguoc cho cic budc song khéng
c6 hoic it thdng tin hitu ich. Dé thyc hién
phuong phap BVE, cac budc song duoc
sap xep theo mot chi 30 quan trong nao
do, thuong 1a cac chi s6 loc nhu hé sé hoi
quy, ti 1& d6 nhay... Tiép theo, mot
ngudng duoc st dung dé loai bo nhing
tap con cua cac budc song it thoéng tin.



Sau d6, mot mo hinh dugc sir dung lai véi
cac budc séng con lai. Qua trinh lap lai
cho dén khi mé hinh cudi cing c6 kha
nang hoat dong tt nhat [2].

Phuong phap GA 1a dya trén ¥ tudng cua
thuat toan di truyen trong sinh hoc de tim
ra tap con bao gom cac budc song t6i uu.
Qua trinh lya chon budc séng theo thuyét
di truyén bat dau bang viéc tao ra mot
quan thé ban dau gom cac tip con budc
s6ng ngau nhién. Mdi tap con budc song
dugc dai dién bang mot ¢4 thé trong quan
thé. Tiép theo, cac ca thé dugc danh gia
dua trén mot ham muc tiéu PLS. Sau do,
cac toan tir di truyén nhu lai ghép
(crossover) va dot bién (mutation) duogc
4p dung dé tao ra thé hé tiép theo cua
quan thé. Qua trinh lai ghép két hop cac
tap con budc song cua hai cé thé dé tao ra
ca thé con moi, trong khi qué trinh dot
bién tao ra cac bién ngau nhién trong tap
con bién cua mot ca thé. Tiép theo, cac ca
thé trong thé hé mai dugc danh gia va lya
chon cac ca thé tét nhat dé tiép tuc vao thé
hé ké tiép. Qua trinh nay duoc lap lai cho
dén khi dat dwoc tiéu chuan dung, ching
han nhu s6 lan lap t6i da hodc khi tim
thay tap con bién tét nhit [5- 8].

2.2.6 Padnh gia cac phwong phap dinh
liwong dong thoi AML va IND trong vién
nén

Panh gia do dung: thyc hién thém chuan
IND va AML ¢ cac muc nong do tuong
g vai 80%, 100%, 120% ndng do cua
céc chat trong mau phan tich vao trong
mau trang. bo phd hap thu ctia hon hop
thu duoc, mdi muac nong do duoc tién
hanh 3 lan. Két qua duoc tinh dya trén cac
phuong phéap hiéu chuan da xay dung. Do
dung dugc xac dinh dya trén do thu hoi
cuia chuan AML va IND.

banh gia d6 chinh x&c: Do chinh xac
dugc tién hanh danh gia trén mau thuc,
danh gia thong qua do lap lai. Bo lap lai
dugc thuc hién trong 6 lan phan tich bat

dau tir giai doan can mau, thuc hién trong
cung mot ngay. Quy trinh thuc nghiém
chuan bj mau duoc md ta trong phan
chuén bi mau thuéc.

2.2.7 Pinh lwong dong thoi AML va IND

Quy trinh dinh lwvong AML va IND sau
khi dwoc tham dinh duogc sir dung dé dinh
lwong AML va IND trong mau thubc
Natrixam 1,5mg/5mg dang dugc luu hanh
trén thi truong. Tién hanh chuan bi mau
thuéc nhu trong phan di mé ta. Ham
luong AML va IND so véi ham luong ghi
trén nhan duoc tinh theo cong thuc:
CX10X50Xmrp

X(%) - 1000X1,5XxmecxXmy

x 100% (7)

Trong do:

- C la nong do tinh dugc tur két qua du
b&o cua mé hinh hoi quy da xay dung

- mys: khdi lugng trung binh cia mot
vién, bang 0,6325 g

- mc: Khéi lwong can cua thudce (g)

- mx: ham luong cua AML hoac IND
dugc ghi trén nhan (mg/vién)

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Tinh chat caa pho hap thu phan tir
UV-Vis cia AML va IND

(b)

Hinh 1. (a) Pho hdp thu cuia 6 lan do cac chudn
IND 4,5 pg/mL, AML 25 pg/mL va hén hop IND —
AML ¢ khéc thoi gian khac nhau. (b) Tinh cdng
tinh cuia phé han hop IND va AML.

Hinh 1a cho thdy khéng c6 su khac
biét vé phd cua 6 lan do cac dung dich
chuin ¢ céc thoi gian khac nhau khi
chong pho 1én nhau. Phd hap thy gan nhu
tring lap hoan toan cho thay vai diéu kién
phong thi nghiém vé anh sang va thoi



gian thyc hién thi phd UV- Vis cua cac
don chit va hdn hop khong bi anh huong.
Mat khac, hinh 1b cho thdy phd theo ly
thuyét bang tong do hap thu cua dung
dich chuan IND 4,5 pg/mL va AML 25
ug/mL véi phé duoc tao ra tir hai chat
chuin hau nhu khong cé su khéc biét,
diéu nay thé hién tinh cong tinh tét cua
hén hop chta IND va AML.

3.2 Lwa chon bwéc song dwa trén
phwong phap SR-PLS, BVE-PLS va
GA-PLS

Backward variable elimination in PLS Backward variable elimination in PLS

Wavelength, BVE-PLS Wavelength, BVE-PLS
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Két qua cua viéc ap dung cac thuat toan
lya chon budc song duoc thé hién trong
bang 2 va hinh 2. Vi phd UV-Vis dugc
quét tir budc song 200 — 400 nm, khoang
quét 1a 0,2 nm da tao ra mot tap dir liéu do
hap thu voi 1001 budc song. Tay thudc
vao phuong phap duoc st dung, sé lwong
budc song dugc gitr lai ¢d sy khdc nhau
dang ké. Voi phuong phiap GA-PLS, sb
luong bude song duoc lya chon 14 it nhat
véi 105 budc séng (chiém 10,5%) dugc
gitr lai va khong lién tuc, roi rac ¢ cac vi
tri khac nhau (hinh 2). Phuong phép

BVE-PLS va SR-PLS do lya chon theo
cach loc theo mot ngudng nhat dinh nén
cac bude song duoc lya chon thuong nam
theo ting cum va lién tuc (hinh 2a, 2b).
S6 luong bude song duoc gitr lai theo
phuong phap BVE-PLS lan luot la 268
(chiém 26,7%) va 370 (chiém 37,0%) dbi
v6i AML va IND. Sé luong budc song
dugc gitr lai theo phuong phap SR-PLS la
nhiéu nhat, lan luot 883 (chiém 88,3%) va
569 (chiém 56,8%) d6i véi AML va IND.
Nhu vay, cac phuong phap lua chon budc
song dugc &p dung da loai bo di mot
lugng dang ké cac budc song dé dua vao
trong viéc xay dung mé hinh PLS.

3.3 Xay dung phwong phap phéan tich
déng thei AML va IND

Kha nang du doan khi st dung phuong
phap PLS phu thudc viéc lwa chon s6
lwong bién tiém an tir qua trinh hiéu chuan.
Pay 1a mot budc quan trong vi néu giir lai
nhiéu bién tiém an s& vo tinh dua nhiing
thdng tin nhidu, khong can thiét vao trong
mo hinh, dan dén kha nang dy doan khong
chinh xac. Nguoc lai, néu gitr lai qua it
bién tiém an thi s& bi mat mét thdng tin tir
tap hiéu chuan. Phuong phap duoc st
dung dé xac dinh cac bién tién an trong
truong hop nay la phuong phap xac thyuc
chéo loai bo mot lan [18]. Theo dé, tap
hiéu chuan duoc chia 1a 45 tap con, mé
hinh s€ loai b mot tap con va xay dung
trén s6 tap con hiéu chuan con lai, tap bi
loai bo duoc str dung dé danh gia kha ning
dy doan cua md hinh thong qua gia tri can
bac hai cua tong binh phuwong cac sai sb
(RMSE). C6ng thirc tinh RMSE nhu sau:

RMSE = / —Z?(ij'ct)z (8)

Trong d6: Co la ndng d6 da biét trong
tap hiéu chuan hoic tap kiém tra; Cg
Nong d6 duoc tinh tr mé hinh hiéu
chuan, N: tong sé mau.



Bang 2. Lwa chon buéc song bang cic phirong

phap khac nhau
Phuong  Thanh So lu,qng Céc buochsong
hap oh An blIIO’C duoc chon
P séng (nm)
200-210,4;
2142 — 223.8;
Bve-  IND 370 231-  2438:
PLS 344,2 — 384,6
AML 268 200-253,4
IND 105 292-'8 - 3998
(roi rac)
GA-PLS
AML 105 200 — 3994
(roi rac)
IND 569 200 —313,6
SR-PLS 200 — 276,8;
AML 883 300,6 - 400

Cac thong so thong ké danh gia tinh hiéu
qua cua cac phuong phap PLS, BVE-PLS,
SR-PLS va GA-PLS duoc thé hién qua
bang 3. Gia tri RMSECV giai thich tinh
chac chan cia md hinh, gia tri RMSEC
biéu thi mic do pha hop ciia mé hinh. Két

qua cho thay, ca 4 phuong phap déu cho
cac gia tri RMSECV, RMSEC nho.

Pé kiém tra kha ning du doan ctia cac mo
hinh da xay dung, ching tdi tién hanh
danh gia kha ning du doan ndng do cua
AML va IND trong cac tap kiém tra. Két
qua thé hién trong bang 4. Do tim lai cua
IND va AML lan luot trong khoang 96,9
—103,9%, 97,3 — 106,3% dbi v6i phuong
phap PLS; 95,7% — 102,8%, 93,9% -
105,4% dbi v6i phuong phap SR-PLS;
100,9% — 105,6%, 96,2% - 107,1% ddi
voi phuong phap BVE-PLE; 95,1% -
103,9%; 97,3% - 106,4% dbi véi phuong
phap GA-PLS. Két qua nay cho thay hau
hét cac phuong phéap lua chon budc séng
va phuong phap PLS déu cho kha ning
tim lai nam trong khoang 90-107% theo
quy dinh caa AOAC [19]. Tuy nhién, véi
phuong phap BVE-PLS thi kha nang du
doan vuot ngudng theo quy dinh, diéu
nay cho thiy phwong phap BVE-PLS da
thuc hién lya chon cac budc song chua
thuc su t6i wu.

Bang 3. Cac thdng sé théng ké danh gid trén tdp hiéu chudn théng qua cdc phiwong phéap PLS, BVE-PLS,
SR-PLS va GA-PLS

) Phuong phap Phuong phap Phuong phéap Phuong phap
Cac gia tfi thong PLS SR.PLS BVE.PLS GA.PLS
¢ IND AML IND AML IND AML IND AML
S4 bién tiém an 4 2 4 3 4 4 2
RMSECV 0,1285 10,3852 0,1418 0,3808  0,1438 0,3443 0,1306 0,3801
RMSEC 0,1094 10,3540 0,1202 0,3367  0,1290 0,2858 0,1127 0,3488

Bang 4. Két qua danh gid thong ké trén tap kiém tra bang cdc phirong phdp PLS, SR-PLS, BVE-PLS

va GA-PLS

Nong do tap kiém

Phan tram tim lai (%)

tra (ug /mL) Phuong phap Phuong phap Phuong phap Phuong phap
PLS SR.PLS BVE.PLS GA.PLS
IND AML IND AML IND AML IND AML IND AML
V1 35 15 101 102,8 100,7  101,2 103,4 100,8 100,5 103
V2 55 15 99,1 105,1 99,4 103,6 103,1 107,3 98,3 105,7



V3 35 35 99,4 105,9 98,7 105,3 104,9 107,1 98,7 106,1
V4 55 35 99,7 106,3 99,4 105,4 102,7 107,1 98,8 106,4
V5 45 25 103,9 102,5 102,8  101,6 105,3 101,9 103,9 102,3
Ve 31 25 103,5 103,7 1014 1028 105,6 102,8 103,3 103,7
V7 59 25 103,7 100,8 102,8  100,1 104,4 100,7 103,7 100,7
V8 45 11 102,3 97,3 101,8 93,9 104,5 96,2 101,2 97,3
V9 45 39 96,9 100,3 95,7 99,3 100,9 101,2 95,1 100,4
Trung binh (%) 101,1 102,7 100,3 1014 103,9 102,7 100,5 102,7
SD 2,46 2,9 2,29 3,51 1,48 3,62 2,97 2,98
RMSEP 0,123 1,153 0,107 1,004 0,183 1,312 0,137 1,176

Gia tri RMSEP cua cac phuong phap hiéu
chuan déu nhé hon 10% ndng do tam cua
mau hiéu chuan, twong Gng véi 0,45 doi
v6i IND va 2,5 ddi véi AML. Két qua nay
cho thay cac phuong phap cho két qua duy
doan mic sai sd nho. Pac biét ddi voi
phuong phip SR-PLS, két qua gia tri
RMSEP déu nho hon cac phwong phap
con lai, diéu nay cho thay kha ning lua
chon cac budc song theo phuong phap
nay cho hiéu qua dwa doan tét.

3.4 Panh gia cac phuwong phap phéan
tich theo phwong phap lwa chon bwéc
song

3.4.1 B¢ duing

Sau khi thém chuan & cac mic khac nhau
Va0 mau tring va d6 hap thu UV-Vis caa
c4c mau, nong d6 cia IND va AML dugc
tinh theo cac phuong phap da duoc xdy
dung. Két qua danh gia do dang duogc
trinh bay ¢ bang 5.

Theo AOAC, d6 thu hoi chap nhan & mac
nong d6 dudi 10 pg/mL trong khoang tir
80-110%; muc noéng do dudi 100 pg/mL
trong khoang 90-107%. Két qua tir bang 5
cho thay, d6 thu hoi cta cac phuong phap
dé xac dinh do tim lai caa IND va AML
déu nam trong khoang cho phép, vay c6
thé két luan rang cic phuong phap dinh
luong dong thoi IND va AML 1a dat yéu
cau vé do dung.

Bang 5. Két qua danh gid dé ding ciia cdc phirong phdp PLS, SR-PLS, BVE-PLS va GA-PLS

Nong do .
thém chuan b6 thu hoi (%)
(Mg/mL)
Phuong phéap PLS Phuornl% Egap SR- Phuong FPEISP BVE- Phu’angp pL}éap GA-
IND AML
IND AML IND AML IND AML IND AML
3,6 12 101,39 101,17 100,83 98,58 107,78 102,42 100 102,42
3,6 12 100,56 101,42 99,72 98,25 107,5 102,83 98,89 102,67
3,6 12 104,72 104,58 104,17 102,75 111,39 107,92 103,33 106,08
Trung binh 102,2 102,4 101,6 99,9 108,9 104,4 100,7 103,7



RSD(%) 2,15 1,85 2,28 2,51 1,99 2,93 2,29 1,97

45 15 100,67 1042 99,78 102,87 100 102 10022 1038
45 15 100,67 10413 100 103,13 99,78 101,93 100,89 103,73
45 15 9956 10327 98,89 103 102,67 10487 9889 10387
Trungbinh 100,33 1039 99,6 103 1008  102,9 100 103,8
RSD(%) 0639 0498 0590 0126 159 1,63 1,02 0,067

54 18 9667 10328 9519 10028 1037 106,11 9519 104
54 18 9759 102,83 9685 10006 1037 10511 9648 103,39
54 18 9667 10317 9519 10011 103,33 10539 9537 103,83
Trungbinh 97 1031 957 1002 1036 1055 95,7 103,7
RSD(%) 0548 0228 1,008 0116 0206 048 0730 0,303

Bang 6. Két qua dé lap lai ciia cdc phwong phdp PLS, SR-PLS, BVE-PLS va GA-PLS
PLS SR-PLS BVE-PLS GA-PLS
T IND  AML IND AML IND AML IND  AML
(Mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)  (Mg/mL)

Lin 1 444 1429 4,45 14,45 4,62 1548 97,56 96
Lin 2 438 1442 4.4 14,37 4,6 1553 9711 96,93
Lin 3 436 1447 4,37 14,44 4,58 1549 9622 9727
Lin 4 436 1441 4,38 14,44 4,56 15,49 96 96,8
Lin5 428 1455 4,27 14,5 4,52 1553 9356 97,8
Lin 6 43 14,53 43 14,4 4,54 1554 9444 9753
Mean 435 1445 4,36 14,43 4,57 15,51 431 1456
sD 0057 0095 0,066 0,045 0,037 0026 0069 0,095
RSD (%) 132 0,655 1,52 0,309 0,819 0,168 161 0,655
RSDrowiz 6,38 5,32 6,38 5,32 6,38 5,32 6,38 5,32

3.4.2 D¢ chinh xac

Tién hanh thyuc hién phan tich 13p lai 6 1an
trén cing mot mau, mi 1an bét dau tur can
mau. Bé danh gia do 1ap lai cua phuong
phap, dua vao két qua cua cac lan phan
tich lap lai, tinh d6 léch chuan va do léch
chuan tuong d6i (RSD), yéu ciu gié tri
RSD < RSDhomitz. Két qua duoc trinh bay

trong bang 6. Két qua cho thay gia tri
RSD cua nong d¢ tinh dugc nho hon gia
tri RSDHorWitz

Nhu vy, tu két qua tham dinh & trén cho
thiy rang cac phuong phép PLD, SR-
PLS, BVE-PLS, GA-PLS c6 d% 6n dinh,
do dang tét, phu hop dé dinh luong ddng
thoi AML va IND trong cac mau thube



3.5 Dinh lwgng

Ap dung cac phuong phéap di xay dung dé
dinh lugng AML va IND trong vién nén
Natrixam 1,5mg/5mg dugc ban trén thi
truong Da Ning. Két qua dugc thé hién
trong bang 7.

Két qua phan tich ANOVA dé danh gia su
khac biét khi so sanh két qua trung binh
ham luong cua IND va AML trong thudc
theo cac phuong phdp PLS, SR-PLS,
BVE-PLS, GA-PLS vdéi phuong phap
HPLC cho thay: ddi vai IND khong c6 su
khac biét giita cac két qua phan tich, doi
véi AML: khdng c6 su khac biét gitra cac
két qua phan tich trir phwong phdp BVE-
PLS c6 gia tri trung binh két qua phan
tich khac nhau dang ké véi cac nhom
phuong phép con lai va phuong phap
HPLC, két qua nay ciing phu hop véi két
qua khi danh gia cia phuong phap BVE-
PLS trén tap kiém tra dwoc xay dung
trong phong thi nghiém.

Dya trén két qua thuc nghiém cho thay
rang, ham luong c4c hoat chit AML va
IND so véi ham lugng ghi trén nhén cua

mau thuéc Natrixam 1,5mg/5mg nam
trong giéi han cho phép (90,0% -
110,0%). Cac mau thudc déu dat yéu ciu
vé ham luong theo tiéu chuan cia Dugc
dién Viét Nam V.

4. KET LUAN

Nghién ctu di thyc hién dugc mot sb
phuong phap lua chon budc séng trong
phuong phap PLS dé loai bo mét sé budc
s6ng ma c6 thé khi dua vao xay dung md
hinh hdi quy PLS c6 thé gay sai sé lon.
Két qua cho thidy phuong phap SR-PLS
cho hiéu qua du bao tét nhat trong khi dé
phuong phap BVE-PLS cho két qua du
bao mac phai sai s6 I6n nhat. Nghién cau
cling da ap dung dugc cac phuong phap
PLS, SR-PLS, BVE-PLS, GA-PLS dé
dinh luong dong thoi AML va IND trong
vién nén, két qua cua phuong phap co do
dung do chinh xéc cao, két qua phan trim
ham luong so v&i ham lugng ghi trén
nhan nim trong giGi han cho phép va dat
yéu cau theo tiéu chuan caa Duoc dién
Viét Nam V.

Bang 7. Két qua dinh lwong mau thuac vién nén Natrixam 1,5mg/5mg trén th; triong

Phuong phap Lan 1 Lan 2 Lan 3 B RSD
IND (mg) 1,45 1,49 1,47 1,47
% 96,7 99,3 98 98 1,33
PLS
AML (mg) 4,8 4,88 4,82 4,83
% 96 97,6 96,4 96,6 0,86
IND (mg) 1,43 1,46 1,46 1,45
% 95,3 97,3 97,3 96,6 1,19
SR-PLS
AML (mg) 4,87 4,93 4,9 4,9
% 97,4 98,6 98 98 0,61
IND (mg) 1,46 1,49 1,48 1,48
% 97,3 99,3 98,7 98,4 1,04
BVE-PLS
AML (mg) 5,19 5,31 5,26 5,25
% 103,8 106,2 105,2 105,1 1,15
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IND (mg) 1,45 1,48 1,47 1,47
% 96,7 98,7 98 97,8 1,04
GA-PLS
AML (mg) 481 4,87 4,82 483
% 96,2 97,4 96,4 96,7 0,67
IND (mg) 1,49 1,49 1,51 15
% 99,3 99,3 100,7 99,8 0,81
HPLC
AML (mg) 473 48 475 4,76
% 94,6 96 95 95,2 0,76
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