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Tóm tắt 
Bài báo trình bày kết quả nghiên cứu xác định đồng thời paracetamol và ibuprofen trong dược phẩm bằng phương pháp quang phổ đạo hàm. Chất chuẩn và mẫu được hòa tan trong dung dịch đệm photphat pH 7,2. Phạm vi quét phổ trong khoảng bước sóng 208 – 290 nm, bước sóng định lượng paracetamol là 222,6 nm và ibuprofen là 216,6 nm. Độ tin cậy của phương pháp phân tích được khẳng định thông qua độ lặp lại (paracetamol: RSD = 0,6%; ibuprofen: RSD = 0,8%) và độ đúng (paracetamol: Rev = 96,1 – 102%; ibuprofen: Rev = 97,2 – 100%). Phương pháp đã được áp dụng thành công để xác định đồng thời paracetamol và ibuprofen trong thuốc viên nang Ditanavic.
Từ khóa: Paracetamol, ibuprofen, phổ đạo hàm, Ditanavic
Abstract

DERIVATIVE SPECTROPHOTOMETRY OF SIMULTANEOUS DETERMINATION OF PARACETAMOL AND IBUPROFEN IN PHARMACEUTICAL PRODUCTS

The paper presents the simultaneous determination of paracetamol and ibuprofen in pharmaceutical products by the first-order derivative spectrophotometry. Standard and sample solutions were dissolved and diluted with a phosphate buffer pH 7.2. The spectra of solutions were measured over the wavelength range of 208 ( 290 nm. The quantitative wavelength of paracetamol was 222.6 nm and 216.6 nm for ibuprofen. The reliability of analytical method was confirmed by replication (paracetamol: RSD = 0.6%; ibuprofen: RSD = 0.8%) and accuracy (paracetamol: Rev = 96.1 – 102%; ibuprofen: Rev = 97.2 – 100%). The method was applied successfully to the simultaneous determination of paracetamol and ibuprofen in Ditanavic capsule.

1. MỞ ĐẦU 
Cùng với sự phát triển của khoa học và công nghệ, ngành dược phẩm đã có những bước tiến quan trọng trong việc nghiên cứu sản xuất thuốc đa thành phần làm tăng tác dụng dược lý của nó. Từ thực tiễn đó đòi hỏi phát triển phương pháp định lượng đồng thời các hoạt chất trong cùng một sản phẩm để kiểm tra chất lượng sản phẩm dược. Cho đến nay, có nhiều phương pháp hiện đại để định lượng đồng thời nhiều cấu tử trong các mẫu dược phẩm. Một trong những phương pháp đó là sắc ký lỏng hiệu năng cao, HPLC [3]. Phương pháp HPLC có độ lặp lại và độ đúng tốt, nhưng nhược điểm là đòi hỏi hóa chất và dung môi tinh khiết, chi phí thiết bị cao. Phương pháp quang phổ hấp thụ phân tử (UV-Vis) với thiết bị đơn giản, yêu cầu hóa chất, dung môi có độ tinh khiết vừa phải là một lựa chọn để phân tích nhiều chất khác nhau. Tuy nhiên, khi định lượng các chất bằng UV-Vis trong mẫu dược phẩm, ta thường gặp các hỗn hợp có phổ hấp thụ của các cấu tử xen phủ nhau. Để phân tích các hỗn hợp này bằng phương pháp UV-Vis, thường phải tách riêng từng cấu tử hoặc che để loại trừ ảnh hưởng của chúng. Do đó, quy trình phân tích phức tạp, tốn thời gian và hóa chất để xử lý mẫu, ngoài ra, độ chính xác của phép phân tích cũng giảm rõ rệt do việc tách không triệt để. Trong một số trường hợp, việc tách chúng ra khỏi nhau là hết sức khó khăn, thậm chí không thể thực hiện được. Ngày nay, có nhiều nghiên cứu, ứng dụng phương pháp UV-Vis kết hợp với các kỹ thuật tính toán, biến đổi toán học (gọi là Chemometrics) để xác định các chất có phổ hấp thụ xen phủ nhau như phương pháp Vierordt, phương pháp lọc Kalman, phương pháp mạng nơron nhân tạo, phương pháp phổ đạo hàm, phương pháp bình phương tối thiểu...[1], [2]. Trong đó, phương pháp UV-Vis kết hợp phổ đạo hàm (gọi là phương pháp quang phổ đạo hàm) có ưu điểm nổi bật là khả năng phân tích trực tiếp mà không cần tách, chiết và xử lý mẫu phức tạp, quy trình phân tích đơn giản, thời gian phân tích nhanh và chi phí đầu tư trang thiết bị thấp [1], [2], [4]. Trong bài báo này, chúng tôi trình bày kết quả nghiên cứu xác định đồng thời paracetamol (viết tắt là PAR) và ibuprofen (viết tắt là IBU) bằng phương pháp quang phổ đạo hàm và ứng dụng để xác định các hoạt chất này trong thuốc viên nang Ditanavic.
2. THỰC NGHIỆM
2.1. Thiết bị và hóa chất

Thiết bị: Máy quang phổ UV – Vis V770 (Jasco, Mỹ), máy đo pH F-51 (Horiba, Nhật), cân phân tích PA214 (OHAUS, Mỹ) có độ chính xác ± 0,1 mg.
Hóa chất: Các chất chuẩn paracetamol và ibuprofen (Viện kiểm nghiệm thuốc TW), KH2PO4 (Merck, Đức), NaOH (Sharlau, Tây Ban Nha).
2.2. Phương pháp nghiên cứu
Chuẩn bị mẫu: Mẫu thuốc được sử dụng trong nghiên cứu này là Ditanavic dạng viên nang chứa 2 hoạt chất paracetamol 325 mg và ibuprofen 200 mg. Thuốc được sản xuất tại Công ty Dược phẩm USA - NIC PHARMA, số lô sản xuất 612012, ngày sản xuất 07/12/2016 và hạn sử dụng 07/12/2019. Chọn ngẫu nhiên 20 viên thuốc, cân và tính khối lượng trung bình mỗi viên (
[image: image1.wmf]M

 = 0,5401 g), nghiền thành bột mịn và trộn đều. Cân chính xác 0,1200 g bột mẫu, hòa tan và định mức đến 100 mL bằng dung dịch đệm photphat pH 7,2. Lọc mẫu qua giấy lọc định lượng, bỏ khoảng 30 mL dịch lọc ban đầu. Lấy chính xác 2,0 mL dịch lọc tiếp theo và pha loãng bằng dung dịch đệm photphat pH 7,2 đến 100 mL, trộn đều. 
 Phương pháp quang phổ đạo hàm định lượng paracetamol và ibuprofen: Việc xác định paracetamol và ibuprofen bằng phương pháp phổ đạo hàm dựa trên nguyên tắc phổ hấp thụ phân tử và phổ đạo hàm của các cấu tử là hàm của bước sóng ánh sáng (A = f(λ), A’ = f’(λ)). Quy trình định lượng gồm 3 bước. Bước 1: Chuẩn bị các dung dịch chuẩn riêng từng ấu tử và hỗn hợp của chúng. Bước 2: Ghi phổ hấp thụ và phổ đạo hàm bậc 1, tìm bước sóng đo thích hợp mà tại đó giá trị phổ đạo hàm của chất cần phân tích khác 0, còn giá trị phổ đạo hàm của chất kia bằng 0. Bước 3: Sau khi xác định được bước sóng đo ở một đạo hàm nhất định, tiến hành định lượng các chất theo phương pháp đường chuẩn hoặc thêm chuẩn.

Phương pháp thống kê: Phương pháp thống kê được áp dụng để xử lý số liệu phân tích và xây dựng phương trình hồi quy tuyến tính. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Phổ hấp thụ và phổ đạo hàm của dung dịch paracetamol và ibuprofen

Pha các dung dịch chuẩn paracetamol 8 (g/mL và ibuprofen 10 (g/mL. Ghi phổ hấp thụ phân tử và phổ đạo hàm bậc 1 của các dung dịch chuẩn trong khoảng bước sóng 208 ( 290 nm (cứ 0,2 nm ghi 01 giá trị). Kết quả thể hiện ở hình 1 và 2.
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Hình 1. Phổ hấp thụ phân tử của dung dịch chuẩn PAR (1) và IBU (2)
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Hình 2. Phổ đạo hàm bậc 1 của dung dịch chuẩn PAR (1) và IBU (2)
Kết quả (hình 1) cho thấy phổ hấp thụ phân tử của các dung dịch chuẩn paracetamol và ibuprofen xen phủ nhau trong khoảng bước sóng 208 ( 290 nm. Phổ đạo hàm bậc 1 (hình 2) của paracetamol bằng 0 tại bước sóng 216,6 nm và của ibuprofen bằng 0 tại 222,6 nm. Do đó, bước sóng được lựa chọn để định lượng paracetamol là 222,6 nm và ibuprofen là 216,6 nm.

3.2. Khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ)
Pha một dãy dung dịch chuẩn paracetamol có nồng độ tăng dần từ 0,2 µg/mL đến 35,0 µg/mL và nồng độ ibuprofen không đổi là 5 µg/mL. Dãy dung dịch chuẩn ibuprofen cũng được chuẩn bị tương tự có nồng độ tăng dần từ 0,2 µg/mL đến 30,0 µg/mL và nồng độ paracetamol không đổi là 5 µg/mL. Ghi phổ đạo hàm bậc 1 của các dung dịch chuẩn trong khoảng bước sóng 208 ÷ 290 nm. Sự phụ thuộc giá trị đạo hàm bậc 1 vào nồng độ paracetamol (tại bước sóng 222,6 nm) và ibuprofen (tại bước sóng 216,6 nm) được thể hiện ở hình 3 và hình 4.

[image: image4.png]Wome | It pagelmout  References  Maimgs  Revew  View  FoutResderfOr | Fomat
a - g -
;anwy Times NewRom - 13 A" A7 Aam | %) 209 1 aaBr AaBbCe AaBbCCDC AaBbceD Chwomy A 2 Replace
B et vt B (2] 0 7 e @A - | tdemuct. Tdosmen TNo Spaci. TTablePa.. Headng |- Change | (e
cpbosrs Font 5 Faragrapn 5 syes 5| eating
[ 2 3 45 & 7 8 1 -5 % & 2B w11 1 &
iy v 6 ToupIoion Wil Doy svilg £ 1,0 hil) GuuU Giv invi O Lin J Ve Gnin o =2
r -
] 0.070
i 0.060
jg 0.050
E = c
] £ 0.040
~Q
< 0.030
|
5 o020
] © o010
B 0.000
{ o 5 10 15 20 25 30 35 40
= Nong d6 (ug/mL) B
°





Hình 3. Sự phụ thuộc giá trị đạo hàm bậc 1 vào nồng độ PAR
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Hình 4. Sự phụ thuộc giá trị đạo hàm bậc 1 vào nồng độ IBU
Kết quả (hình 3 và hình 4) cho thấy giữa giá trị đạo hàm bậc 1 của độ hấp thụ và nồng độ của các chất có mối tương quan tuyến tính tốt tại bước sóng đo với hệ số tương quan r > 0,999 (bảng 1). Từ kết quả phân tích hồi quy tuyến tính, LOD và LOQ của phương pháp phân tích cũng được xác định theo quy tắc “3 (”: LOD = 3.Sy/b và LOQ = 10.Sy/b với Sy là sai số chuẩn của y và b là hệ số góc của phương trình hồi quy tuyến tính. 
Bảng 1. Phương trình hồi quy tuyến tính, hệ số tương quan (r), LOD và LOQ

	Tên chất
	Phương trình hồi quy tuyến tính
	r
	Sy
	LOD

((g/mL)
	LOQ

((g/mL)

	Paracetamol
	y = 1,70.10-3 x + 2,80.10-7
	0,9999
	4,28×10-5
	0,08
	0,25

	Ibuprofen
	y = 8,97.10-4 x– 10,0.10-5
	0,9997
	3,89×10-5
	0,13
	0,43


3.3. Áp dụng thực tế

Mẫu thuốc Ditanavic được xử lý theo quy trình đã trình bày ở mục 2.2.1. Sau đó, ghi phổ hấp thụ và phổ đạo hàm bậc 1 của dung dịch mẫu thu được trong khoảng bước sóng 208 – 290 nm (cứ 0,2 nm ghi 01 giá trị). Paracetamol được định lượng tại bước sóng 222,6 nm và ibuprofen ở 216,6 nm theo phương pháp đường chuẩn. Việc phân tích mẫu thuốc được tiến hành lặp lại 5 lần (ký hiệu từ M1 – M5) để đánh giá độ lặp lại của quy trình phân tích. Kết quả thể hiện ở hình 5 và bảng 2.
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Hình 5. Phổ đạo hàm bậc 1 của dung dịch chuẩn PAR (1), IBU (2) và các mẫu (M1 – M5)
Bảng 2. Kết quả xác định PAR và IBU trong thuốc Ditanavic

	Mẫu
	Paracetamol
	Ibuprofen

	
	C
((g/mL)
	Hàm lượng
(mg/viên)
	C
((g/mL)
	Hàm lượng
(mg/viên)

	M1
	14,3
	321,6
	5,7
	197,6

	M2
	14,4
	324,7
	5,8
	196,8

	M3
	14,3
	322,6
	5,8
	200,8

	M4
	14,4
	323,6
	5,7
	197,0

	M5
	14,2
	319,9
	5,7
	197,9

	TB
	14,3
	323
	5,7
	198

	SD
	
	1,8
	
	1,6

	RSD (%)
	
	0,6
	
	0,8

	RSDH (%)
	
	2,2
	
	2,3

	TB ± (
	
	323 ± 2
	
	198 ± 2


C: nồng độ của chất trong dung dịch mẫu xác định từ đường chuẩn; TB: giá trị trung bình;
SD: độ lệch chuẩn (n = 5); RSD: độ lệch chuẩn tương đối; RSDH: độ lệch chuẩn tương đối tính theo hàm Horwitz (RSDH = 21-0,5logC với C là nồng độ biểu diễn dưới dạng phân số).

TB ± (: khoảng tin cậy với ( = t(0,95,4).SD/(n)1/2
Hàm lượng của mỗi chất trong 01 viên nang Ditanavic: Paracetamol (323 ± 2) mg và ibuprofen (198 ± 2) mg. Hàm lượng các hoạt chất trong thuốc Ditanavic phù hợp với Tiêu chuẩn chất lượng của Bộ Y tế (cho phép hàm lượng chất trong thuốc dao động trong khoảng ± 10%). Phương pháp phân tích có độ lặp lại tốt với đội lệch chuẩn tương đối (RSD) của paracetamol là 0,6% và ibuprofen là 0,8%. So với độ lệch chuẩn tương đối tối đa cho phép trong nội bộ phòng thí nghiệm tính theo hàm Horwitz [7], thì RSD < ½ RSDH nên độ lặp lại của paracetamol và ibuprofen đều nằm trong giới hạn cho phép. Độ đúng của phương pháp phân tích được đánh giá qua độ thu hồi (Rev) khi phân tích mẫu thực tế có thêm chuẩn.
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Trong đó: 
xo: là nồng độ chất phân tích trong mẫu; x1: là nồng độ chất phân tích thêm chuẩn vào mẫu; x2: là nồng độ chất phân tích trong mẫu đã thêm chuẩn
Kết quả đánh giá độ đúng của quy trình phân tích paracetamol và ibuprofen trên nền mẫu thuốc Ditanavic bằng phương pháp quang phổ đạo hàm được trình bày ở hình 6 và bảng 3.
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Hình 6. Phổ đạo hàm bậc 1 của dung dịch chuẩn PAR (1), IBU (2) và các dung dịch 
mẫu thuốc Ditanavic đã thêm chuẩn (TC1 – TC4)
Bảng 3. Kết quả đánh giá độ đúng của phương pháp phân tích
	Mẫu
	Paracetamol
	Ibuprofen

	
	x0
(µg/mL)
	x1
(µg/mL)
	x2
(µg/mL)
	Rev

(%)
	x0
(µg/mL)
	x1
(µg/mL)
	x2
(µg/mL)
	Rev

(%)

	TC1
	3,0
	5,1
	7,9
	96,1
	1,9
	3,6
	5,5
	100

	TC2
	3,0
	
	8,2
	102,0
	1,9
	
	5,4
	97,2

	TC3
	3,0
	
	8,1
	100
	1,9
	
	5,5
	100

	TC4
	3,0
	
	8,2
	102,0
	1,9
	
	5,4
	97,2
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(%) = 100
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= 98,6


Độ thu hồi của paracetamol dao động trong khoảng 96,1 – 102% (trung bình 100%) và ibuprofen 97,2 – 100% (trung bình 98,6%). Theo dược điển Mỹ (USP) và Hiệp hội những nhà phân tích chính thống (AOAC) [6], độ thu hồi cho phép trong phân tích dược phẩm dao động từ 90 – 110% và do vậy, phương pháp phân tích có độ đúng tốt.
4. KẾT LUẬN
Các điều kiện thích hợp để xác định đồng thời paracetamol và ibuprofen trong dược phẩm bằng phương pháp quang phổ đạo hàm: Khoảng bước sóng quét phổ 208 – 290 nm, bước sóng định lượng paracetamol là 222,6 nm và ibuprofen là 216,6 nm. Kết quả xác định paracetamol và ibuprofen trong mẫu thuốc Ditanavic bằng phương pháp quang phổ đạo hàm có độ lặp lại cao và độ thu hồi tốt: Paracetamol có RSD = 0,6% và Rev = 96,1 – 102% và ibuprofen có RSD = 0,8% và Rev = 97,2 – 100%. Phương pháp quang phổ đạo hàm có thể áp dụng để xác định đồng thời paracetamol và ibuprofen trong các loại thuốc chứa 2 hoạt chất này.
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