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Đặt vấn đề

PA là một loại thuốc không steroid (Non-steroidal anti-
inflammatory drug -NSAID), được coi là một trong những thuốc 
giảm đau được sử dụng rộng rãi nhất trên thế giới, mặc dù PA cực 
kỳ độc với gan. IBU là thuốc NSAID dùng đường uống có đặc 
tính giảm đau, hạ sốt và được sử dụng rộng rãi trong điều trị viêm 
khớp. CA là một trong những loại thuốc giảm đau bổ trợ phổ biến 
nhất, hoạt động bằng cách ngăn chặn tác dụng của adenosine, là 
chất dẫn truyền thần kinh giúp thư giãn não bộ và chống sự mệt 
mỏi cơ thể. Sự hấp thụ PA tăng lên khi kết hợp với CA, giúp tăng 
tác dụng giảm đau [1], trong khi đó tác dụng chống viêm của IBU 
được tăng gấp đôi khi dùng bằng liều có kết hợp với CA [2]. Việc 
sử dụng PA và IBU trong một công thức khi kết hợp với thuốc 
NSAID mang lại hiệu quả giảm đau vượt trội hơn so với từng loại 
thuốc riêng lẻ [3]. 

Có nhiều nghiên cứu đưa ra các phương pháp xác định đồng 
thời PA và CA, PA và IBU, IBU và CA. Tuy nhiên, để xác định 
đồng thời PA, IBU và CA chỉ có một số phương pháp như sắc ký 
lỏng hiệu năng cao (HPLC) [1], quang phổ tử ngoại tỷ đối và đạo 
hàm [4-6], điện hóa [7]. Phương pháp HPLC có độ tin cậy, độ bền, 
độ chọn lọc cao và thường được sử dụng nhiều nhất. Tuy nhiên, 
kỹ thuật này tạo ra một lượng lớn chất thải (chủ yếu là dung môi 
hữu cơ), thời gian phân tích dài và đầu tư kinh tế cao cho việc bảo 
trì. Các đặc điểm hóa lý của IBU (logP và độ hòa tan) khác PA và 
CA dẫn đến khó có một quy trình duy nhất để xác định đồng thời 
bằng HPLC. Mặt khác, giá trị pKa của CA cản trở việc phân tích 
nó bằng điện hóa. Vì vậy, sử dụng phương pháp định lượng bằng 
quang phổ tử ngoại tỷ đối để xác định 3 thành phần PA, IBU và 

CA trong hỗn hợp mà không cần bất cứ sự chiết tách nào được 
lựa chọn. Phương pháp quang phổ tử ngoại tỷ đối chỉ sử dụng một 
bước là chia phổ hỗn hợp 3 thành phần cho một thừa số (phổ dung 
dịch chất chuẩn có 2 thành phần), tiếp theo là xác định khoảng 
cách từ đỉnh đến đáy trong phổ tử ngoại tỷ đối và thực hiện các tính 
toán để xác định nồng độ chất. Phương pháp này không sử dụng 
bước đạo hàm và không tìm kiếm các điểm giao nhau hoặc bất kỳ 
xử lý toán học, hóa học phức tạp nào đối với tập dữ liệu. Phương 
pháp được thẩm định và áp dụng thử nghiệm để định lượng 3 chất 
PA, IBU và CA trong viên nang thương mại trên thị trường.

Cơ sở lý thuyết

Xét một hỗn hợp gồm 3 thành phần X, Y và Z không có tương 
tác hóa học. Độ hấp thụ của hỗn hợp được đo là Am, với chiều dày 
cốc đo được xác định bởi phương trình sau:

Am = εXCX + εYCY + εZCZ 		   (1)

trong đó: εX và CX, εY và CY, εZ và CZ lần lượt là hệ số hấp thụ và 
nồng độ của các thành phần X, Y và Z.

Nguyên tắc cơ bản của phương pháp đo quang phổ tử ngoại tỷ 
đối là hiệu số giữa biên độ đỉnh của phổ tử ngoại tỷ đối (ở 2 bước 
sóng khác nhau) của một hỗn hợp chất là tỷ lệ với một trong các 
chất trong hỗn hợp. Điều này cho phép xác định một trong các chất 
trong hỗn hợp mà không có sự ảnh hưởng từ các thành phần và tá 
dược khác. Độ hấp thụ của hỗn hợp 3 thành phần ở phương trình 
(1) được chia cho độ hấp thụ của hỗn hợp 2 thành phần ở phương 
trình (2) (với nồng độ đã biết CY' và CZ') để ra phương trình (3).

AY'Z' = εY'CY' + εZ'CZ'                                               (2)

Nghiên cứu định lượng hỗn hợp 3 thành phần paracetamol, ibuprofen và caffeine 
trong chế phẩm viên nang bằng quang phổ tử ngoại tỷ đối
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chất trong hỗn hợp mà không có sự ảnh hưởng từ các thành phần và tá dược khác. Độ 
hấp thụ của hỗn hợp 3 thành phần ở phương trình (1) được chia cho độ hấp thụ của hỗn 
hợp 2 thành phần ở phương trình (2) (với nồng độ đã biết CY′ và CZ′) để ra phương trình 
(3). 

AY′Z′ = εY′CY′ + εZ′CZ′                           (2) 
Am
AY′Z′

= εXCX
εY′CY′+εZ′CZ′

+ εYCY+εZCZ
εY′CY′+εZ′CZ′

                              (3) 

Trong phương trình (3), với một giá trị λ thì tỷ lệ (εYCY + εZCZ) với (εY′CY′ +
εZ′CZ′) là một hằng số K, điều này đúng khi xét ở một vùng hoặc một điểm của bước 
sóng. Do vậy, phương trình (3) có thể viết: 

Am
AY′Z′

= AX
AY′Z′

+ K Wm = Wp + K                               (4)  

trong đó: Wm = Am/AY’Z’ và Wp = AX/AY’Z’.  

Khi lấy hiệu biên độ (W) ở 2 bước sóng (λ1 và λ2) của phổ tử ngoại tỷ đối sẽ loại 
bỏ được hằng số K như phương trình (5). 

W = Wm1 - Wm2 = (Wp1 + K) - (Wp2 + K) = Wp1 - Wp2                  (5) 

Ở đây, Wm1 và Wm2 lần lượt là biên độ đỉnh của phổ tử ngoại tỷ đối tại 2 bước 
sóng khác nhau λ1 và λ2. Phương trình (5) cho thấy sự hấp thụ của 2 thành phần Y và Z 
bị loại bỏ hoàn toàn và sự khác biệt về biên độ đỉnh chỉ đại diện cho thành phần X. Tiếp 
theo, đường chuẩn được xây dựng bằng cách lấy biến thiên biên độ của các phổ với nồng 
độ X khác nhau. Tương tự, 2 thành phần Y và Z có thể được xác định như trên nhưng ở 
cặp 2 bước sóng khác. 

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

Các chất chuẩn PA (98%), IBU (98%) và CA (98,5%) có nguồn gốc từ Viện 
Kiểm nghiệm Thuốc Trung ương. Methanol, ethanol và các dung môi khác đạt tiêu 
chuẩn phân tích. Dung môi sau khi được tối ưu hóa được chọn và sử dụng là hỗn hợp 
ethanol với nước cất (tỷ lệ 1:1). 
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trong đó: X và CX, Y và CY, Z và CZ lần lượt là hệ số hấp thụ và nồng độ của các thành 
phần X, Y và Z. 

Nguyên tắc cơ bản của phương pháp đo quang phổ tử ngoại tỷ đối là hiệu số giữa 
biên độ đỉnh của phổ tử ngoại tỷ đối (ở 2 bước sóng khác nhau) của một hỗn hợp chất là 
tỷ lệ với một trong các chất trong hỗn hợp. Điều này cho phép xác định một trong các 
chất trong hỗn hợp mà không có sự ảnh hưởng từ các thành phần và tá dược khác. Độ 
hấp thụ của hỗn hợp 3 thành phần ở phương trình (1) được chia cho độ hấp thụ của hỗn 
hợp 2 thành phần ở phương trình (2) (với nồng độ đã biết CY′ và CZ′) để ra phương trình 
(3). 

AY′Z′ = εY′CY′ + εZ′CZ′                           (2) 
Am
AY′Z′

= εXCX
εY′CY′+εZ′CZ′

+ εYCY+εZCZ
εY′CY′+εZ′CZ′

                              (3) 

Trong phương trình (3), với một giá trị λ thì tỷ lệ (εYCY + εZCZ) với (εY′CY′ +
εZ′CZ′) là một hằng số K, điều này đúng khi xét ở một vùng hoặc một điểm của bước 
sóng. Do vậy, phương trình (3) có thể viết: 

Am
AY′Z′

= AX
AY′Z′

+ K Wm = Wp + K                               (4)  

trong đó: Wm = Am/AY’Z’ và Wp = AX/AY’Z’.  

Khi lấy hiệu biên độ (W) ở 2 bước sóng (λ1 và λ2) của phổ tử ngoại tỷ đối sẽ loại 
bỏ được hằng số K như phương trình (5). 

W = Wm1 - Wm2 = (Wp1 + K) - (Wp2 + K) = Wp1 - Wp2                  (5) 

Ở đây, Wm1 và Wm2 lần lượt là biên độ đỉnh của phổ tử ngoại tỷ đối tại 2 bước 
sóng khác nhau λ1 và λ2. Phương trình (5) cho thấy sự hấp thụ của 2 thành phần Y và Z 
bị loại bỏ hoàn toàn và sự khác biệt về biên độ đỉnh chỉ đại diện cho thành phần X. Tiếp 
theo, đường chuẩn được xây dựng bằng cách lấy biến thiên biên độ của các phổ với nồng 
độ X khác nhau. Tương tự, 2 thành phần Y và Z có thể được xác định như trên nhưng ở 
cặp 2 bước sóng khác. 

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

Các chất chuẩn PA (98%), IBU (98%) và CA (98,5%) có nguồn gốc từ Viện 
Kiểm nghiệm Thuốc Trung ương. Methanol, ethanol và các dung môi khác đạt tiêu 
chuẩn phân tích. Dung môi sau khi được tối ưu hóa được chọn và sử dụng là hỗn hợp 
ethanol với nước cất (tỷ lệ 1:1). 

                       (4) 

trong đó: Wm = Am/AY’Z’ và Wp = AX/AY’Z’

Khi lấy hiệu biên độ (∆W) ở 2 bước sóng (λ1 và λ2) của phổ tử 
ngoại tỷ đối sẽ loại bỏ được hằng số K như phương trình (5).

∆W = Wm1 - Wm2 = (Wp1 + K) - (Wp2 + K) = Wp1 - Wp2       (5)

Ở đây, Wm1 và Wm2 lần lượt là biên độ đỉnh của phổ tử ngoại 
tỷ đối tại 2 bước sóng khác nhau λ1 và λ2. Phương trình (5) cho 
thấy sự hấp thụ của 2 thành phần Y và Z bị loại bỏ hoàn toàn và 
sự khác biệt về biên độ đỉnh chỉ đại diện cho thành phần X. Tiếp 
theo, đường chuẩn được xây dựng bằng cách lấy biến thiên biên độ 
của các phổ với nồng độ X khác nhau. Tương tự, 2 thành phần Y 
và Z có thể được xác định như trên nhưng ở cặp 2 bước sóng khác.

Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

Các chất chuẩn PA (98%), IBU (98%) và CA (98,5%) có 
nguồn gốc từ Viện Kiểm nghiệm Thuốc Trung ương. Methanol, 
ethanol và các dung môi khác đạt tiêu chuẩn phân tích. Dung môi 
sau khi được tối ưu hóa được chọn và sử dụng là hỗn hợp ethanol 
với nước cất (tỷ lệ 1:1).

Chế phẩm thương mại là viên nang Ibuparavic (Công ty TNHH 
sản xuất thương mại dược phẩm Thành Nam, số lô 110222) chứa 
đồng thời PA, IBU, CA với tỷ lệ 300:200:20 mg.

Các dung dịch gốc sơ cấp PA, IBU và CA có nồng độ 1 mg/ml 
được pha bằng dung môi lựa chọn. 3 dung dịch thứ cấp PA 80 µg/ml, 
IBU 80 µg/ml và CA 40 µg/ml được pha loãng từ các dung dịch 
gốc sơ cấp ở trên. Pha loãng tiếp các dung dịch gốc thứ cấp để 
được dãy chuẩn PA, IBU và CA. Đối với hỗn hợp 2 và 3 thành 
phần thì các dung dịch được pha loãng từ các dung dịch gốc thứ 
cấp của PA, IBU và CA với dung môi để có được các khoảng nồng 
độ quy định. Phổ hấp thụ tử ngoại của các dung dịch chuẩn đã pha 
được đo trong khoảng 200-400 nm với mẫu trắng là dung môi lựa 
chọn. 

Để xác định PA, tiến hành đo phổ hấp thụ tử ngoại của các 
dung dịch chuẩn PA theo bước sóng và ghi lại. Tiếp đến lấy các 
phổ tử ngoại của dung dịch chuẩn PA đó chia cho phổ tử ngoại của 
dung dịch hỗn hợp 2 thành phần IBU (20 µg/ml) với CA (2 µg/ml) 
ta được các phổ tử ngoại tỷ đối. Xác định các biên độ đỉnh đến đáy 
trong phổ tử ngoại tỷ đối PA thu được ở giữa 246 và 275 nm và vẽ 
đồ thị phổ tử ngoại tỷ đối với nồng độ tương ứng. Tương tự, tiến 
hành đo phổ hấp thụ tử ngoại của dãy dung dịch chuẩn IBU, sau đó 
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chia cho phổ của dung dịch hỗn hợp 2 thành phần PA (30 µg/ml) 
với CA (2 µg/ml) để được các phổ tử ngoại tỷ đối, giá trị hiệu biên 
độ thu được giữa 2 bước sóng 218 và 247 nm sẽ được dùng để xây 
dựng đồ thị với các nồng độ tương ứng. Tương tự, phổ của dung 
dịch hỗn hợp PA (30 µg/ml) và IBU (20 µg/ml) được sử dụng làm 
số chia trong phổ tử ngoại tỷ đối của các dung dịch chuẩn CA để 
xác định nồng độ CA, các giá trị đo biên độ trong khoảng 244 và 
278 nm được ghi lại và vẽ đồ thị phổ tử ngoại tỷ đối với nồng độ 
tương ứng.

Để định lượng hoạt chất trong các viên nang thương mại, tiến 
hành nghiền mịn 10 viên và cân lượng bột nghiền tương đương với 
300 mg PA, 200 mg IBU và 20 mg CA, cho tương ứng vào 3 bình 
định mức 100 ml, cho dung môi, lắc, siêu âm khoảng 5 phút và 
thêm dung môi cho vừa đủ 100 ml. Tiến hành lọc loại bỏ 20-30 ml 
dịch lọc đầu. Tiếp đến mỗi bình lấy 10 ml dịch lọc, cho vào bình 
định mức 100 ml, thêm dung môi vừa đủ và lắc đều, khi đó ta được 
dung dịch chứa PA 300 µg/ml, IBU 200 µg/ml và CA 20 µg/ml. 
Cuối cùng, pha loãng tiếp 10 lần để được dung dịch PA 30 µg/ml, 
IBU 20 µg/ml và CA 2 µg/ml.

Toàn bộ phép đo quang phổ tử ngoại được thực hiện bằng máy 
quang phổ Hitachi model U1900 UV-Vis (Nhật Bản) và kết nối 

với máy vi tính (hệ điều hành Windows) với phần mềm chuyên 
dụng Solution 2.2. Chế độ bước sóng bắt đầu 200 nm, kết thúc 400 
nm, kiểu dữ liệu: độ hấp thụ A, độ rộng 4,0 nm, tốc độ quét 100 
nm/phút, cuvet thạch anh 1 cm. Tiến hành lọc nhiễu sơ bộ bằng bộ 
lọc Savitzky - Galay (đa thức bậc 3, số điểm 15). 

Kết quả 

Đặc điểm quang phổ và lựa chọn dung môi

Khảo sát sơ bộ phổ hấp thụ tử ngoại của PA, IBU, CA trong 
dung môi lựa chọn nên các dung dịch được khảo sát trong khoảng 
bước sóng UV. Phổ hấp thụ của các dung dịch chuẩn PA 20 µg/
ml, IBU 20 µg/ml, CA 8 µg/ml và dung dịch hỗn hợp 3 thành phần 
(PA 20 µg/ml, IBU 20 µg/ml và CA 8 µg/ml) từ 200 đến 320 nm 
như ở hình 1. Với 3 dung môi là methanol, ethanol và hỗn hợp 
ethanol với nước (tỷ lệ 1:1) thì cả PA, IBU và CA đều tan tốt, phổ 
hấp thụ của PA, IBU và CA trong hỗn hợp ở 3 dung môi này đều 
có tính cộng độ hấp thụ ở hình 1. Do đó, đảm bảo phân tích xanh, 
thân thiện với môi trường, an toàn nên hỗn hợp ethanol với nước 
(tỷ lệ 1:1) được chọn làm dung môi để hòa tan và pha loãng. 

Phổ tử ngoại tỷ đối của phổ PA tinh khiết và phổ hỗn hợp 3 
thành phần (cùng lượng PA) với số chia là phổ hỗn hợp 2 thành 
phần (IBU, CA) như hình 2A. Hình 2A cho thấy, biên độ đỉnh 

Hình 1. Phổ hấp thụ của dung dịch CA (8 µg/ml) (a), IBU (20 µg/ml) (b), PA (20 µg/ml) (c), hỗn hợp 3 thành phần (PA 20 µg/ml, IBU 
20 µg/ml, CA 8 µg/ml) (d) trong dung môi methanol (A), ethanol (B) và hỗn hợp ethanol với nước cất (tỷ lệ 1:1) (C).

Hình 2. Phổ tử ngoại tỷ đối của PA 12 µg/ml và hỗn hợp 3 thành phần (PA 12 µg/ml, IBU 16 µg/ml, CA 4 µg/ml) với số chia là hỗn 
hợp 2 thành phần (IBU 20 µg/ml, CA 2 µg/ml) (A); dãy chuẩn PA với số chia là hỗn hợp (IBU 20 µg/ml, CA 2 µg/ml) (B).
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đến đáy ở giữa 2 bước sóng 246 và 275 nm trên phổ tử ngoại tỷ 
đối đo được trong phổ hỗn hợp 3 thành phần bằng với phổ PA. 
Nghĩa là có thể định lượng được PA trong hỗn hợp 3 thành phần 
dựa vào phổ PA vì không có sự ảnh hưởng của IBU và CA trong 
hỗn hợp khi xét phổ tử ngoại tỷ đối, điều này cũng được lý thuyết 
trên chứng minh. Vì vậy, đo phổ hấp thụ của các dung dịch chuẩn 

PA có nồng độ 4-40 µg/ml (mỗi dung dịch cách nhau 4 µg/ml) 
với mẫu trắng là hỗn hợp ethanol với nước. Sau đó vẽ và chồng 
phổ hấp thụ tử ngoại tỷ đối của PA (nồng độ 4-40 µg/ml) với số 
chia là phổ hấp thụ của hỗn hợp IBU, CA (nồng độ 20 µg/ml, 2 
µg/ml) (hình 2B). Xây dựng đường chuẩn giữa hiệu biên độ tại 2 
bước sóng 246 và 275 nm với nồng độ PA. Đường chuẩn này được 
xây dựng dựa vào 10 điểm chuẩn và có các thông số hồi quy như 
ở bảng 1. Từ phương trình chuẩn độ này ta có thể xác định được 
nồng độ PA trong hỗn hợp mà không cầ n biết nồng độ IBU và CA.

Tương tự, hình 3A cho thấy giá trị biên độ hấp thụ tử ngoại tỷ 
đối từ đỉnh tới đáy (tại 218 và 245 nm) là bằng nhau của phổ tử 
ngoại tỷ đối IBU (36 µg/ml), phổ tử ngoại tỷ đối hỗn hợp 3 thành 
phần (PA 16 µg/ml, IBU 36 µg/ml, CA 2 µg/ml) với số chia là phổ 
hỗn hợp 2 thành phần (PA 30 µg/ml, CA 2 µg/ml). Nghĩa là, ta có 
thể định lượng IBU trong hỗn hợp 3 thành phần dựa vào phổ IBU vì 
không có sự ảnh hưởng của PA và CA trong hỗn hợp khi xét phổ tử 
ngoại tỷ đối. Đo phổ hấp thụ của các dung dịch chuẩn IBU có nồng 
độ 4-40 µg/ml (mỗi dung dịch cách nhau 4 µg/ml). Vẽ và chồng 
phổ hấp thụ tỷ đối của dãy dung dịch IBU này với số chia là phổ 
hấp thụ của hỗn hợp PA và CA (nồng độ 30 và 2 µg/ml) (hình 3B). 

Hình 3. Phổ tử ngoại tỷ đối của IBU 36 µg/ml và hỗn hợp 3 thành phần (PA 16 µg/ml, IBU 36 µg/ml, CA 4 µg/ml) với số chia là hỗn 
hợp 2 thành phần (PA 30 µg/ml, CA 2 µg/ml) (A); dãy chuẩn IBU với số chia là hỗn hợp (PA 30 µg/ml, CA 2 µg/ml) (B).

Bảng 1. Các thông số hồi quy và phân tích để xác định sự kết 
hợp 2 thuốc bằng phương pháp quang phổ tử ngoại tỷ đối.

Thông số
Dược chất
PA IBU CA

Hai bước sóng lựa chọn (nm) 246 và 275 218 và 245 244 và 278
Khoảng nồng độ khảo sát (µg/ml) 4-40 4-40 0,8-8
Hệ số chặn (a) -0,8217 0,1108 -0,0057
Đệ lệch chuẩn hệ số chặn (SDa) 0,6800 0,0153 0,0109
Độ dốc (b) 2,8576 0,0426 0,0932
Độ lệch chuẩn độ dốc (SDb) 0,0274 0,0006 0,0022
Độ lệch chuẩn tương đối độ dốc (RSDb, %) 0,9588 1,4486 2,3537
Hệ số hồi quy (r) 0,9999 0,9998 0,9998
LOD (µg/ml) 0,78 1,18 0,38
LOQ (µg/ml) 2,37 3,59 1,17

Hình 4. Phổ tử ngoại tỷ đối của CA 4,8 µg/ml và hỗn hợp 3 thành phần (PA 16 µg/ml, IBU 16 µg/ml, CA 4,8 µg/ml) với số chia là hỗn 
hợp 2 thành phần (PA30 µg/ml, IBU 20 µg/ml) (A); dãy chuẩn CA với số chia là hỗn hợp (PA 30 µg/ml, IBU 20 µg/ml) (B).
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Xây dựng phương trình đường chuẩn với các thông số hồi quy như 
ở bảng 1 của hiệu biên độ hấp thụ tỷ đối tại 2 bước sóng 218 và 
245 nm với nồng độ IBU.

Tương tự ở hình 4A, 2 bước sóng được chọn là 244 và 278 nm 
để khảo sát biên độ từ đỉnh đến đáy của độ hấp thụ tỷ đối. Phổ hấp 
thụ tỷ đối của dãy dung dịch chuẩn CA có nồng độ 0,8-8,0 µg/ml 
(mỗi dung dịch cách nhau 0,8 µg/ml) với số chia là phổ hấp thụ của 
hỗn hợp PA và IBU (nồng độ 30 và 20 µg/ml) (hình 4B). Phương 
trình đường chuẩn ở đây cũng dựa vào 10 điểm chuẩn và có các 
thông số hồi quy như ở bảng 1. Dựa vào đường chuẩn của hiệu độ 
hấp thụ tỷ đối tại 2 bước sóng trên và nồng độ CA, ta có thể xác 
định nồng độ của CA trong hỗn hợp 3 thành phần.

Thẩm định phương pháp

Khoảng tuyến tính và phạm vi: Khoảng tuyến tính của đường 
chuẩn trong phương pháp dựa vào 10 giá trị nồng độ liên tiếp cách 
nhau 4 µg/ml mỗi chất PA, IBU và cách nhau 0,2 µg/ml với CA. 
Thông số, phương trình hồi quy và phân tích tương ứng mỗi chất 
ở bảng 1 được xác định dựa vào bộ số liệu phổ tử ngoại tỷ đối của 
các chất. Với số bị chia là độ hấp thụ của dung dịch chuẩn gốc 
PA, IBU, CA và số chia là các dung dịch 2 thành phần cho các giá 
trị độ hấp thụ tỷ đối vẽ dưới dạng hàm của nồng độ tương ứng và 
phương trình hiệu chuẩn xác định bằng phương pháp hồi quy bình 
phương nhỏ nhất. 

Giới hạn phát hiện và định lượng: Ở đây, LOD và LOQ được tính 
toán theo hướng dẫn của International Council for Harmonisation 
(ICH) [8]. LOD được định tính là 3,3xSDa/b và LOQ được tính là 
10xSDa/b, trong đó SDa là độ lệch chuẩn của điểm chặn và b là độ 
dốc của đường chuẩn. Độ nhạy của phương pháp định lượng hỗn 
hợp PA, IBU, CA dựa vào quang phổ tử ngoại tỷ đối được xác nhận 
bằng giá trị LOD và LOQ có giá trị thu được ở bảng 1.

Độ chính xác (độ đúng và độ chụm): Theo hướng dẫn của ICH 
[8], độ lặp lại trong ngày của phương pháp đề xuất được đánh giá 
thông qua phân tích 3 mức nồng độ được đo tại 3 thời điểm khác 
nhau trong cùng một ngày. Tương ứng, độ chính xác giữa các ngày 
được xác định ở cùng nồng độ trong 3 ngày liên tiếp, kết quả thu 
được ở bảng 2. 
Bảng 2. Độ chính xác và độ chụm xác định của các dược chất 
trong phương pháp.

Dược 
chất

Nồng độ pha 
(µg/ml)

Giá trị đo được trong ngày Giá trị đo được trong 3 ngày
Nồng độ 
(±SD, µg/ml)

RSD 
(%) Er (%) Nồng độ 

(±SD, µg/ml)
RSD 
(%)

Er 
(%)

PA
24 24,16±0,35 1,48 1,03 24,02±0,53 2,20 1,57
28 28,13±0,57 0,02 1,50 28,36±0,19 0,65 0,46
32 31,67±0,67 2,11 1,42 32,18±0,95 2,97 2,24

IBU
16 16,07±0,41 2,59 1,94 15,92±0,41 2,59 2,00
20 20,63±0,32 1,56 1,18 19,82±0,35 1,79 1,29
24 24,23±0,42 1,72 1,25 24,00±0,51 2,12 1,54

CA
1,6 1,68±0,08 3,90 3,23 1,58±0,09 5,46 3,95
2,0 1,97±0,08 3,80 2,59 2,02±0,11 5,33 4,06
2,4 2,44±0,09 3,57 2,63 2,42±0,08 3,16 2,29

Ghi chú: mỗi nồng độ lặp lại 10 lần đo và tính nồng độ trung bình.

Độ ổn định: Để khảo sát sự ổn định của các dược chất thì dung 
dịch gốc của nó được để tĩnh ở 4oC trong 1 tháng. Thêm vào đó, 
độ ổn định còn được xác định bằng cách đo phổ tử ngoại tỷ đối của 
dung dịch chuẩn PA, IBU và CA ở nhiệt độ phòng sau 4 giờ pha 
chế. Kết quả cho thấy, phổ tử ngoại tỷ đối của dung dịch PA, IBU 
và CA không có sự thay đổi đáng kể nào.

Phân tích hỗn hợp thuốc thương mại: Phương pháp quang phổ 
tử ngoại tỷ đối của hỗn hợp 3 thành phần được áp dụng để phân 
tích hỗn hợp trong chế phẩm chứa cả PA, IBU và CA trên thị 
trường có tên Ibuparavic. 

Lấy khối lượng bột trung bình của 20 viên nang, tiến hành pha 
loãng 20.000 lần. Sau đó sử dụng phương pháp thêm chuẩn và dựa 
vào phương trình đường chuẩn thiết lập phía trên để xác định nồng 
độ từng chất PA, IBU và CA có trong chế phẩm. Kết quả phân tích 
nồng độ mỗi chất cùng độ lệch chuẩn (SD) và độ lệch chuẩn tương 
đối (%RSD) được thể hiện ở bảng 3.
Bảng 3. Xác định PA, IBU và CA bằng phương pháp thêm 
chuẩn trong viên nang thương mại trên thị trường.

Dược chất
Nồng độ pha định kiến Nồng độ xác định phương pháp
Ban đầu (µg/ml) Thêm chuẩn (µg/ml) Khối lượng (µg/ml) %

PA 30

2 30,324 101,08
6 30,182 100,61
10 30,295 100,98

Trung bình 100,89
SD 0,25
% RSD 0,25

IBU 20

2 19,876 99,38
4 20,058 100,29
6 20,125 100,63

Trung bình 100,10
SD 0,65
% RSD 0,65

CA 2

0,4 2,06 103,00
0,8 1,99 99,50
1,2 2,05 102,50

Trung bình 101,67
SD 1,89
% RSD 1,86

Bàn luận

Phổ hấp thụ của PA, IBU, CA trong khoảng bước sóng 200-
300 nm trong các dung môi khác nhau đều cho sự chồng chéo lớn, 
gây cản trở việc sử dụng phương pháp đo quang phổ tử ngoại tỷ 
đối thông thường để xác định đồng thời chúng trong hỗn hợp (hình 
1). Khi đo phổ hấp thụ quang phổ tử ngoại tỷ đối, có 2 yếu tố ảnh 
hưởng là dung môi và nồng độ số chia. Ở đây, sự ảnh hưởng của 
dung môi pha loãng đến cường độ của phép đo đã được khảo sát. 
Các dung môi bao gồm nước,  NaOH 0,1 M và  HCl 0,1 M đã bị 
loại trừ do tính không hòa tan hoặc ít tan của PA, IBU và CA. Để 
đảm bảo phân tích an toàn, thân thiện môi trường và đảm bảo sự 
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tan của PA, IBU, CA nên nghiên cứu lựa chọn hỗn hợp ethanol với 
nước làm dung môi để hòa tan và pha loãng. 

Trong phổ tử ngoại tỷ đối giữa số bị chia là phổ hấp thụ PA, 
IBU, CA với số chia là phổ hỗn hợp 2 thành phần có bước nhảy 
nồng độ đều là 4 µg/ml. Kết quả thu được ở hình 2B, 3B, 4B cho 
thấy, sự tuyến tính ở nồng độ thấp 4 µg/ml và cao 40 µg/ml, 3 
đường chuẩn tương ứng đều có hệ số tương quan gần bằng 1. Với 
phổ tử ngoại tỷ đối của phổ hấp thụ CA với phổ hỗn hợp (PA, IBU) 
có thể xét 2 cặp bước sóng 244-278 nm và 212-244 nm (hình 3B), 
nhưng ở đây lựa chọn cặp 244-278 nm để có giá trị lớn của biên 
độ đỉnh đến đáy.

Theo bảng 2, giá trị của %RSD trong ngày của các dung dịch 
chuẩn PA và IBU đều không vượt quá 2,6%, với CA các giá trị 
này đều dưới 4,0%, kết quả này cũng tương tự như các nghiên cứu 
trước đây [1, 6, 7]. Dễ thấy %RSD khi xác định nồng độ CA đều 
có giá trị cao, nguyên nhân có thể là do nồng độ CA nhỏ hơn nhiều 
so với nồng độ PA và IBU trong dung dịch 3 thành phần pha tại 
phòng thí nghiệm.

Dãy nồng độ xác định được thích hợp cùng với các giá trị thấp 
của sai số tương đối (Er%) được ghi trong bảng 2 có thể xác nhận 
độ chính xác của phương pháp quang phổ tử ngoại tỷ đối 3 thành 
phần có thể thực hiện được.

Kết quả đo ở bảng 3 cho thấy, RSD của PA, IBU có giá trị lần 
lượt là 0,25 và 0,65%. Giá trị RSD của CA nhỏ (1,86%) và đạt 
tiêu chuẩn phân tích [9]. Có thể thấy rằng, để giảm %RSD của CA 
khi kiểm nghiệm viên nang thương mại thì số lần lặp lại phép đo 
phải được tăng lên. Các kết quả xác định nồng độ PA, IBU và CA 
trong chế phẩm thương mại có giá trị sai khác rất ít với nồng độ 
ghi trên bao bì.

Kết luận

Kết quả nghiên cứu cho thấy, sử dụng quang phổ tử ngoại tỷ 
đối của hỗn hợp 3 thành phần cũng như của 1 trong 3 thành phần 
với số chia là hỗn hợp 2 thành phần còn lại để định lượng thành 
phần kia là rất khả quan, thao tác đơn giản, cho kết quả nhanh và 
chính xác. Phương pháp quang phổ tử ngoại tỷ đối đã định lượng 
3 thành phần trong hỗn hợp 3 chất mà không cần bất kỳ xử lý hóa 
học nào, dung môi phân tích xanh và an toàn. Phương pháp này 

phù hợp để kiểm soát chất lượng thường quy thuộc phòng đảm bảo 
chất lượng tại các công ty sản xuất, cũng như ở các trung tâm kiểm 
nghiệm thuốc và mỹ phẩm ở các tỉnh, thành phố, khi chỉ cần có 
máy quang phổ tử ngoại thông thường. Đồng thời, phương pháp 
này được áp dụng để định lượng cho biệt dược 2 và 3 thành phần.
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