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9.1 ONG NGHIỆM DÙNG TRONG CÁC PHÉP THỬ 
SO SÁNH

Óng Nesslcr
Khi các phép thử yêu cầu sừ dụng ống Ncsslcr thì các ong 
Nessler được sử dụng phải đạt các yêu câu sau:
Óng Nesslcr phải đạt các yêu cầu về tiêu chuẩn của ống 
Nessler do nhà sản xuât đưa ra. ỏng được làm từ thủy tinh 
trung tính trong suốt và có thổ tích danh định 50 ml. Chiều 
cao cùa ống khoảng 15 cm, chiều cao đo bôn ngoài ông từ 
đáy đến vạch 50 ml là 11,0 cm đên 12,4 cm, độ dày của 
thành ổng từ 1.0 mm đến 1,5 mm, độ dày của đáy ong từ
1.0 inm đến 3,0 mm. Chiều cao đo bcn ngoài ổng từ đáy 
đến vạch 50 ml đôi với các ống dùng trong một phép thừ 
không được sai khác quá 1 nun.

Ống nghiệm đùng cho các phép thử so sánh
Nếu không có chi dẫn gì khác, các ống nghiệm dùng trong 
các phép thử so sánh là những ống thích hợp được làm 
băng thủy tinh không màu, có đường kính trong đồnp nhất. 
Đáv trong suốt vả phang. Khi CỊuan sát, nhìn cột chất lòng 
theo trục thăng đứng từ trên xuống trên nền trắng hoặc nền 
đen (neu cần thiết) dưới ánh sáng khuyếch tán ban ngày. 
Thường dùng những ổng có đường kính trong 16 mm. Có 
thê dùng nhung ông đường kính lớn hơn nhưng thê tích 
chất lỏng đem thừ phải tăng lên sao cho chiêu cao cùa lớp 
chất lòng không thấp hơn chiều cao của lớp chất lỏng khi 
thử băng nhừng ống có đường kinh trong bầng 16 mm.

9.2 XÁC ĐỊNH Đ ộ TRONG CỦA DUNG DỊCH

Độ trong của các dung dịch được xác định bang cách so 
sánh các dung dịch đó với các hồn dịch đổi chicu.

Dung dịch Hydrazin Sulfat: Hòa tan 1,0 g Hydrazin 
Sulfat (TT) trong nước, pha loãng với nước thành 100,0 ml 
và đê yên trong thòi gian 4 h đến 6 h.

Dung dịch hexamethylentctramin: Trong một bình 
nón thủy tinh nút mài dung tích 100 ml, hòa tan 2,5 e 
hexamethylentetramin trong 25,0 ml nước.

Hon dịch đục gốc
Thêm 25,0 ml dung dịch hvdrazin Sulfat vào 25.0 ml dung 
dịch hexamethylentetramin, lắc kỹ và đe yên trong 24 h. 
Neu được bào quản trons !ọ thùy tinh tốt (khồng có khuyết 
tật ờ bẽ mặt) thì hỗn dịch đục gốc bồn vững trong vòng 
2 tháng. Hòn dịch này phải không được bám dính vào thủy 
tinh và phải được lăc kỳ trước khi dùng.

Chuân đục: Pha loãng 15,0 ml hồn dịch đục gổc thành
1000.0 ml với nước.

Chuẩn đục được chtian bị ngay trước khi dùng và có thố 
bão quân tối đa trong vòng 24 h.

Hỗn dịch đối chiểu
Các hỗn dịch đổi chiếu từ I tới IV được chuẩn bị như chỉ 
dẫn trong Bảng 9.2.
Mồi hỗn dịch phủi được trộn kỳ và lắc trước khi sử dụng.
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Bang 9.2 - Các hồn dịch đối chiểu

I Lỉ ; III IV
Chuẩn đục (ml) 5,0 10,0 30,0 ? 30,0

Nước ; 95,0 90,0 70,0 1 50,0

Cách thử
Việc so sảnh được tiến hành trong các ống nghiệtn giong 
nhau, băng thủy tinh trung tính, trong, không màu, đáy 
bàng, cỏ đường kính trong khoảng từ 15 mm đển 25 ram, 
Chiều dày cùa lớp dung dịch thử và của hồn dịch đoi chiểu 
là 40 mm. Hỗn dịch đối chiếu sau khi pha 5 min phải dược 
so sánh ngay với dung dịch cần thừ bằng cách quan sát chât 
lòng từ trên xuống trong các ống nghiệm trên nén đen dưới 
ánh sáng khuếch tản ban ngày. Ánh sảng khuếch tán phải 
phù hợp đề có thề phân biệt được hỗn dịch đối chiếu ĩ với 
nước cất và với hỗn dịch đối chiếu II.

Cách đánh giá kết quả
Một chất lỏng được coi như trong nếu nó tương đương với 
độ trong của nước cát hay của dung môi đã dùng khi thừ 
nghiệm trong những điều kiện như đã mô tả, hoặc nếu chất 
lòng đó hơi đục nhẹ thì cũng không được đục quá hỗn dịch 
đối chiổu I.
Các yêu cầu khác nhau về độ đục được biểu thị theo hỗn 
dịch đối chiếu I, II, III, và IV.

9.3 XÁC ĐỊNH MÀU SÀC CỦA DƯNG DỊCH

Việc xác định màu sắc của dung dịch trong phạm vi náu - 
vàng - đò được tiên hành theo một trong hai phương pháp 
dưới đây, tùy theo chi dẫn trong chuyên luận. Một dung 
dịch được coi là không màu nếu nó giống như nước cắt 
hay dung môi dùng để pha dung dịch đó, hoặc có màu 
không thẫm hơn dung dịch màu đối chiếu Ný.

Phiromg pháp 1
Dùng những ống thủy tinh trung tính, không màu, 
trong suốt và giống hệt nhau, có đường kính ngoài 
12 mm để so sánh 2,0 ml dung dịch thừ với 2,0 ml nước 
cất, hoặc dung môi, hoặc dung dịch màu đối chiếu (Bảng 
9.3.2a tới 9.3.2e) theo chi dãn trong chuyên luận. Quan 
sát màu cùa dung dịch theo chiều ngang ổng nehiệm, dưới 
ánh sáng khuếch tán, trên nền trang.

Phương pháp 2
Dùng những ống thủy tinh trung tính, đáy bằng, không màu, 
trong suốt, giống hột nhau và cỏ đường kinh trong tử 15 inrn 
đen 25 mm đổ so sánh lớp dung dịch thử với nước cất, hoặc
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dune môi; hoặc dung dịch màu đối chiếu (Bang 9.3.2 a tới 
Bàng 9.3.2 e) theo chì dẫn trong chuyên luận, bè dày của lớp 
chất lòng là 40 null. Quan sát màu của dung dịch dọc theo 
trục ống. dưới ánh sáng khuếch tán trên nền trắng.

Pha chế các dung dịch gốc
Dung môi A: 25 mỉ acid hvdrocỉoric (TT) hòa tan trong 
975 ml nước cat.
Dung dịch gốc màu vàng: Hòa tan 46 g xắt (ỈU) dor id 
(TT) trong 900 ml dune môi A, cho vừa đù dung môi A 
thành 1000 ml. Chuẩn độ rồi điều chinh bằng dung môi A 
đổ cỏ dung dịch chứa 45 tng FeCl3.6H20  trong 1 ml. Bảo 
quàn tránh ánh sáng.
Chuẩn độ: Cho vào một bình nón dung tích 250 ml có 
nút mài 10 ml dung dịch gốc màu vàng, 15 ml nước. 
5 ml acid hydrochric (TT) và 4 g kali iodid (TT). Đậy 
nút, lắc đều rồi để yên 15 min ờ chỗ tối. Thêm vào bình 
100 ml nước và chuẩn độ iod giải phóng băng dung dịch 
natri thiosulfat 0,ỉ N (CD), chỉ thị là 0,5 ml dung dịch hồ 
tinh bột (TT) cbo vào lúc gần cuối chuẩn độ.
1 mi dung dịch na tri thiosidfat 0,1 N  (CD) tươne đương 
với 27,03 mg FeCl3.6H20.
Dung dịch gốc màu đỏ: Hòa tan 60 g cobalt (11) c.lorid 
(Tỉ) trong 900 ml dung môi A, cho vừa đủ dung môi A 
thành 1000 ml. Chuẩn độ, rồi điều chỉnh băng dung môi 
A đề có dung dịch chứa 59,5 mg CoC!2.6H20  trong í ml. 
Chuẩn độ: Cho vào một bình nón dung tích 250 mỉ có nút 
mài 5 ml dung dịch gổc màu đỏ, 5 ml dung dịch hydrogen 
peroxyd ìồ tt  (TT) và 10 ml dung dịch natri hydroxyd 30 % 
(TT). Đun sôi nhẹ trong 10 min, để nguội rồi thêrn 60 ml 
dung dịch acid sulfuric ỉ \ f  (TT) vả 2 g kali iodíd (TT). Đậy 
binh và lắc nhẹ cho tan tủa, chuần độ iod giải phỏng bàng 
dung dịch naỉri thìosuỉýat 0,1 N (CĐ) với chi thị là 0,5 ml 
dung dịch hồ tinh bột (Tỉ) cho vào lúc gần cuổi chuẩn độ. 
Dung dịch chuyển thành màu hồng khi chuẩn độ đến điểm 
tương đương.
1 mỉ dung dịch natri thiosulfat 0,1 N  (CĐ) tương đương 
với 23,79 mg CoC12.6H20.
Dung dịch gốc màu xanh: Hòa tan 63 g đồng (ĩỉ) Sulfat 
(TT) trong 900 ml dung môi A, cho vừa đủ dung môi A 
thành 1000 ml. Chuẩn độ, rồi điều chinh bằng dưng môi 
A để có dung dịch chứa 62,4 mg CuS04.5H->0 trong 1 ml. 
Chuẩn độ: Cho vào một bình nón dung tích 250 ml có 
nút mài 10 ml dung dịch gốc màu xanh, 50 mí nước, 
12 ml dung dịch acid acetic 2 M(TT) và 3 g kali iodid(TT). 
Chuẩn độ ìod giãi plìóng bằng dung dịch natri thiosulfat 
0, ỉ N (CĐ) đến khi có màu nâu nhạt, chi thị là 0,5 ml dung 
dịch hồ tinh bột (TT) cho vào lúc gần cuối chuẩn độ.
1 ml dung dịch natrì thiosulfal 0, ỉ N (CĐ) tương tương với 
24,97 mg CuS04.5II20 .

Pha chế các dung dich màu chuẩn
Dùng 3 dung dịch gốc đổ pha 5 dung dịch màu chuẩn theo 
Bàng 9.3.1
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Hảng 9.3.1 - Các dung dịch màu chuẩn

Dung dịch acỉd 
hydrocioric 1 %

(nil) ;

.......16 ■;
62 
70 
0
70

Pha chế các dung dịch màu đối chiếu (dung dịch màu mầu) 
Dùng 5 dung dịch màu chuẩn pha các dung dịch màu đối 
chìốu theo các Bảng 9.3.2 a đen 9.3.2 e sau đây:

Bảng 9.3.2 a - Dung dịch màu đổi chiếu N

Dung dich Dung dịch gốc
màu chuẩn (ml)

Màu Màu Mảu
vàng đỏ xanh

N (nâu) 30 30 24
VN (vàn2 nãu) 24 10 4

V(vàng) 24 6 0
VI. (vàng lục) 96 2 2

Đ (đo) 10 Ị 20” ; 0

Dung dịch Dung dịch màu Dung dịch
1 màn dối chiếu chuấn N (inl) acid hydrocloric 1 % (ml)

N, 75,0 25,0 ;
n 2 50,0 50,0
N, Ị 37,5 62,5
n4 25,0 75,0
n 5 12,5 87,5 ;
n 6 5,0 ị 95,0

1 n 7 2,5 97,5

N* 1,5 98,5
Nọ 1,0 99,0

Bảng 9.3. 2 b - Dung dịch màu đối chiếu VN

Dung dịch màu 
đối chiếu

ị Dung dịch màu 
! chuân VN íml)

Dung dịch
acid hydrocloric 1 % Ị

(ml) ;i

ề
ị i 100,0

°-o

v n2 75,0 25,0
v n Ĩ 50,0 50,0

v n 4 25,0 75,0
VNs 12,5 87,5
VNft 5,0 95,0
v n 7 2,5 97,5

Bàng 9.3.2 c - Dung dịch màu dối chiếu V

Dung dịch màu 
đối chiếu

Dung dịch màu 
: chuẩn V (ml)

Dung dịch
acid hydrocloric 1 %

(ml)
V, 100,0 0,0
v 2 75,0 25,0
V, 50,0 50,0
v 4 25,0 75,0
Vs 12,5 87,5
Vfi 5,0 95,0
V- 2,5 97,5
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Bảng 9.3.2 d -  Dung dịch màu đối chiếu VL

Dung dịch màu ; 
đối chiếu

~~ ỹ ịỊ
vĩ*

Dung dịch màu 
chuẩn VL

(ml)______
25.0
15.0 
8,5

Dung dịch acid 
hydrocloric 1 %

(mi) :
75,0
85̂ 0
91,5

v l4 5,0 95,0
v l5 3,0 97,0
vl6 1,5 98,5
v l7 0,75 99,25

Bảng 9.3.2 e - Dung dịch màu đối chiếu Đ

Dung dịch màu 
đối chiếu

■ , Dungdich Dung dich mau .. “ ' .. iacid hvdrocloric 1 % chuanĐ(ml) : , 7,(mĩ)
... D, 100,0 ! 0,0

đ 2
¿3

75.0
50.0

25.0
50.0

đ4 37,5 62,5
đ5
Đ«

25,0
12,5

75,0
87,5

í Đv 5,0 1 95,0 i

Bảo quản
Với phương pháp 1, các dung dịch màu đối chiếu cần được 
bảo quản trong những ổng thủy tinh trung tính, không 
màu, trong suốt có đường kính ngoài 12 mm, được hàn kín 
và tránh ánh sáng.
Với phương pháp 2, các dung dịch màu đối chiếu phải được 
chuẩn bị ngay trước khi dùng từ dung dịch màu chuẩn.

9.4 XÁC ĐỊNH GIÓI HẠN CÁC TẠP CHÁT

9.4.1 Amonỉ
Dùng phương pháp A, trừ khi có chỉ dần khác trong
chuyên luận.

Phương pháp A
Hòa tan một lượng chể phẩm thừ như chỉ dẫn trong chuyên 
luận với 14 ml nước trong một ống nghiệm có nút mài, 
kiềm hoá nêu cần bằng dung dịch natrỉ hydroxyd 2 M  
(TT), thêm nước vừa đủ 15 ml. Thêm 0,3 ml dung dịch 
kali tetraiõdomercurat kiềm (77), lắc đều rồi để yên 5 min. 
So sánh màu tạo thành trong ống thử với màu mầu được 
chuân bị đông thòi trong cùng điều kiện như dung dịch thử. 
Màu mâu: Lây chinh xác 10 ml dung dịch amonì mâu 
ỉ phần triệu NH4 (TT) cho vảo một ống nghiệm, pha 
loãng với nước thành 15 inl. Thêm 0,3 ml dung dịch kali 
tetraiodomercurat kiềm (77), lắc đều rồi đê yên 5 min.
Khi so màu, quan sát dọc theo trục ống nghiệm, dưới ánh 
sáng khuếch tán trên nền trắng. Màu vàng xuất hiện trong 
ông thử không được đậm hon màu trong ống mẫu.

Pỉìương pháp B
Cho một lượng chế phẩm (theo chỉ dẫn trong chuyên luận 
riêng) đã nghiền mịn vào một bình 25 ml có nút đậy băng 
polycthylen và hòa tan hoặc phân tán trong 1 ml nước. 
Thêm 0,3 g magnesi oxyd nặng (77). Đậy bình ngay sau 
khi đã đặt xuống dưới nắp polyethylen một mẩu giấy tẩm 
mangan bạc (77) hình vuông có cạnh 5 ram đẫ được làm 
ẩm bằng vài giọt nước. Lắc xoay tròn bình, tránh chất lòng 
bắn lên và để yên ở 40 “C trong 30 min.
Màu xám nếu xuất hiện trên mầu giẩy tẩm mangan bạc ở 
hình thử không được đậm hơn ở bình mẫu được chuẩn bị 
đồng thời trong cùng điều kiện với lượng dung dịch amoni 
mẫu Ị phản triệu NH4 (TT) đã được chi dẫn trong chuyên 
luận, 1 ml nước và 0,3 g magnesi oxyd nặng (TT).

9.4.2 Arsen
Dùng phương pháp A, trù khi có chỉ dẫn khác trong 
chuyên luận.

Phương pháp A
Dụng cụ: Bộ dụng cụ thử arsen (Hình 9.4.2) gôm một binh 
nón nút mài cỡ 100 ml được đậy bàng nút thủy tinh mài, 
xuyên qua nút có một ống thủy tinh dài khoảng 200 mm, 
đường kính trong là 5 inm. Phần dưới của ổng thủy tinh 
được kéo nhỏ lại để có đường kính trong là 1,0 mm và 
cách đầu ống 15 mm cố một lỗ trên thành ống với đường 
kính 2 mm đến 3 mm. Khi gắn ống thủy tinh vào nủt thì lồ 
này phải ở cách mặt dưới của nút ít nhất là 3 mm. Đầu trên 
của ong thủy tinh có một đĩa tròn phang, mặt phẳng cùa 
đĩa vuông góc với trục ổng.
Một ống thủy tinh thứ hai dài 30 mm, có cùng đường kính 
và cùng có đĩa tròn phẳng tương tự như ống thứ nhất, đặt 
tiếp xúc mặt đìa tròn với ống thứ nhất và được giữ chặt với 
ổng thứ nhất bằng 2 dây lò xo.
Tiến hành: Cho xuống đẩu thấp của ong thủy tinh dài 
khoảng 50 mg đển 60 mg bông tẩm c.hì acetat (77) hoặc 
một miếng gạc cotton bọc một mẩu giấy tẩm chì acetat 
(77) có khối lượng 50 mg đến 60 mg. Đặt một miếng giấy 
tâm thủy ngân (U) bromid (77), binh tròn hay hỉnh vuông, 
có kích thước đủ đẻ phủ kín lỗ tròn giữa 2 ống thủy tinh 
(15IĨ1IĨ1 x 15 ram), giữ chặt 2 ổng thủy tinh bằng 2 dây lò xo. 
Cho vào bình nón một lượng chế phẩm thừ theo chỉ dẫn 
trong chuyên luận. Hòa tan hoặc pha loãng (nếu chế phẩm 
thử là đung dịch) với nước thành 25 ml. Thêm 15 rnl acid 
hydrocỉoric (77), 0,1 m! dung dịch thiếc (ỉỉ) cỉorỉd AsT 
(77) và 5 ml dung dịch kali iodid ỉ 6,6 % (77). Đẻ yên 
15 min rồi thêm 5 g kẽm không có arsen (77). Đậy ngay 
bình nón bằng nút đã lắp sẵn giấy thừ ờ trên và ngâm bình 
trong nước ở nhiệt độ sao cho khí được giải phóng đều đặn. 
Song song tiến hành một mẫu so sánh trong cùng điều 
kiện, dùng 1 ml dung dịch arsen mau ỉ phân triệu As (TT) 
hòa loãng với nước thành 25 ml thay cho chế phẩm thử. 
Sau ít nhất 2 h lấy các miếng giấy tam thủy ngân (H) 
bromid (77) ra so sánh các vết màu. vết màu nếu cỏ trên 
miếng giấy của bình thử phải không được dậm hơn vết 
màu trên miếng giây của bình mẫu.
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Phương pháp B
Lấy một lượng chế phâm thử theo chỉ dẫn trong chuyên 
luận cho vảo một ông nghiệm chứa 4 ml acid hydrodoric 
(TT) và khoảng 5 Eng kaỉi iữdid (TT), thêm 3 ml dung dịch 
hvpophosphit (TT). Đun cách thủy hỗn họp trong 15 min, 
thỉnh thoảng lấc.
Tiến hành song song một mẫu so sánh trong cùng điểu 
kiện, thay chế phẩm thử bằng 0,5 ml dung dịch arsen mau 
10 phần í riêu As (TT).
So sánh màu trong hai ổng. Màu trong ống thử không được 
đậm hon màu trong ổng so sánh.

Hình 9.4.2 - Dụng cụ thừ arsen
(Kích thước tính bang miìimét)

9.4.3 Calci
Cảc đung dịch dùng trong phép thử này phải được chuân 
bị với nước cất.
Thêm 1 ml dung dịch amoni oxalat 4 % (Tỉ') vào 0,2 ml 
dung dịch caỉci mẫu ỉ 00 phần triệu Ca trong ethơnol 
96 % (TT). Sau 1 min, thêm hỗn hợp gồm 1 ml dung dịch 
acidacetic 2 M  (Tỉ) và 15 ml dung dịch ché phẩm thử như 
chỉ dẫn trong chuyên luận và lắc.
Sau 15 min, so sánh độ đục tạo thành trong ống thử với 
độ đục mẫu được chuẩn bị đồng thời trong cùng điều 
kiện nhưne thay dung dịch chế phâtn thừ bang hỗn hợp 
gom 10 ml dung dịch caỉci mâu 10 phản triệu Ca (TT) và 
5 mỉ nước.
Óng thử phải không được đục hơn ống mẫu.

9.4.4 Chì trong đường
Tiến hành theo phương pháp quang phổ hấp thụ nguyên 
tử (Phụ [ục 4.4, phương pháp 2), dùng ngọn lửa acetylen - 
không khí, đèn cathođ rỗng chì và các dung dịch sau: 
Dung dịch thừ: Hòa tan 20,0 g chế phẩm, thử trong dung 
dịch aeid acetic 1 M (TT) để được 100,0 ml. Thêm 2,0 ml 
dung dịch bào hòa amonỉ pyroỉidin dừhìocưrbamat (TT) 
và 10,0 rnl 4-methyỉpentan-2-on Ậ7ỴL lắc trong 30 s, tránh

ánh sáng. Đê yên cho tách lóp và lấy lóp 4-methylpentan- 
2-on.
Các dung dịch doi chiếu: Chuân bị 3 dung dịch đối chiếu 
tiong cùng điều kiện như dung dịch thử, bằng cách thêm 
riêng biệt 0,5 ml; 1,0 ml; 1,5 mỉ dung dịch chì mầu 10phần 
triệu Pb (TT) vảo mỗi bình đã có 20,0 g chế phẩm thử. 
Chuẩn bị một inầu trẳng trong cùng điều kiện giống như 
dung địch thử nhưng không có chế phẩm thử.
Đo độ hấp thụ của dung dịch thừ, 3 đung dịch đối chiếu 
và mẫu trắng ở cực đại 283,3 nm, dùng dung dịch trắng 
để hiệu chỉnh điểm 0 cùa máy. Vẽ đường biểu diễn sự phụ 
thuộc giữa độ hấp thụ vói nồng độ chì trong các dung dịch 
và xác định hàm lượng của chì trong chế phẩm thử.
Hàm lượng chì không được lớn hơn 0,5 phần triệu trừ khi 
có chỉ dẫn khác.

9.4.5 Clorid
Chuấn bị dung dịch thử như chỉ dẫn trong chuyên luận, 
cho vào một ổng nghiệm, pha loãng với mtớc đến 15 ml. 
Thêm 1 ml dung dịch acid nitric 2 M (TT) và 1 ml dung 
dịch bạc nitrat 2 % (TT). Đe yên 5 min, tránh ánh sáng. So 
sánh độ đục tạo thành trong ống thừ với độ đục trong ống 
mầu được chuẩn bị đồng thời trong cùng điều kiện nhưng 
thay dung dịch thừ bằng hỗn hợp gồm 10 ml dung dịch 
clorỉd mẫu 5 phần triệu Cỉ (TT) và 5 ml nước. Quan sát 
dọc theo trục ổng nghiệm, dưới ánh sáng khuếch tán trên 
nển đen. Ống thử không được đục hơn ống mẫu.

9.4.6 Fluorid
Dừng tbiểt bị cất như mô tả trong Hình 9.4.6 bao gồm một 
óng nghiệm nút mài nối với một ổng ngưng ruột thẳng. 
Ống nghiệm được đặt trong một bộ phận đun băng thủy 
tinh chịu nhiệt kín cỏ nối với một ống sinh hàn và nhiệt kế.
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Hình 9.4.6 - Dụng cụ thử giới hạn Auorid
(Kích thước tỉnh băng miỉimét)
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Cân và chuyển một lượng chế phẩm như chỉ dần trong 
chuyên luận vào ống nghiệm, thêm 0,1 g cát đà dược rửa 
bàng acid và 20 ml dung dịch acid sulfuric 50 % (tt/tt). 
Rót teiraclorocthan (77) vào binh đun, đun nóng và giữ 
ã nhiệt độ sôi cùa tetracloroethan (146 °C). Ohimg cat 
và hứng dịch cất vào bình định mức 100 ml có chửa sẵn 
0 3 ml dung dịch na tri hydroxyd 0,1 jV (CD) và 0,1 rnl 
dung dịch phenolphtaỉein (77). Duy trì thê tích ữ trong ông 
nghiệm là 20 ml trong suốt quá trình cất, và giữ cho dịch 
trong bình cất luôn luôn kiềm bằng cách thêm dung dịch 
nơtrỉ hydroxyd 0,1 N (CD) nếu cần. Thêm nước vào bình 
hứng dịch cất vừa dù 100 m l được dung dịch thử. Chuẩn bị 
mẫu chuân với cùng điều kiện như mẫu thử nhưng thay chế 
phảin bàng 5 ml dung dịch ftuorid chuẩn ỉ 0 phân triệu F 
(Tỉ). Lây 2 ông nghiệm nút mài, them riêng rẽ 20 ml dung 
dịch thử và dung dịch chuẩn và thêm 5 ml thuốc thử acid 
aminomcthxlahzarindiacctic (77) vào mỗi dung dịch, sau 
20 min nếu dung dịch thừ có màu xanh (ban dầu là màu 
đỏ) thì không dược đậm hơn màu của dung dịch đối chiếu.

9.4.7 Kali
Thèm 2 ml dung dịch ri at ri tetraphenyỉborat ì % (TT) mới 
pha vào 10 ml dung dịch chế phẩm thử dã chi dần trong 
chuycn luận, đc yên 5 min. So sánh độ đục tạo thành trong 
ống thừ với độ đục trong ống mẫu được chuân bị đồng thời 
trong cùng điều kiện một hồn hợp của 5 ml dung dịch kali 
mẫu 20 phần triệu K (TT) và 5 ml nước.
Độ đục trong ống thừ không được đậm him độ đục trong 
ống mẫu.

9.4.8 Kim loại nặng
Các phương pháp sau đây yêu cầu dùng dung dịch 
thioacetamid (77). Có thể dùng dung dịch noth su ỉ fid 
(TT) (0,1 ml) đê thay thổ. Vi các phưoug pháp dưới đày 
được xây dựng dựa trôn sử dụng dung dịch thioacetamid 
(TT) nẻn nếu sử dụng dung dịch natri sulfid (TT) thay thế 
thi phải chuẩn bị thêm dung dịch kiểm tra khi thừ theo 
phương pháp 1, 2 và 8. Dung dịch kiểm tra được chuẩn 
bị từ lượng chế phẩm giống như lượng chế phẩm dùng đẻ 
chuân bị dung dịch thừ và thêm the tích dung dịch chi mầu 
giống như thề tích dung dịch chì mẫu dùng dể chuẩn bị 
dung dịch đối chiếu. Phép thừ chi có giá trị khi dung dịch 
kiêm tra có màu đậm ít nhat là bàng màu cùa dung dịch 
đối chiếu.

Phương pháp Ị
Dung dịch thừ: 12 ml dung dịch chế phẩm dược chuẩn bị 
như chi dần trong ehuvẽn luận.
Dung dịch đòi chiếu: Hỗn hợp gồm 10 ml dung dịch chì 
máu 1 phán triệu Ph (TT) hoặc dung dịch chì mẫu 2 phần 
triệu Pb (TT) tùy theo chi dan trong chuyên luận và 2 ml 
dung địch thư.
Dung dịch mau trang: I lổn hợp gồm 10 ml nước và 2 ml 
dung dịch thư.
Thêm 2 ml dung dịch dậm acetal pH 3,5 (ÍT) vào mồi 
dung dịch tiên. Lảo đêu và thêm dung dịch thu duợc vào
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1.2 ml dung dịch thỉoacetamid (77), lắc ngay. Quan sát các 
dung dịch sau 2 min.
Tính thích hợp cua phép thử: Dung dịch đổi chiếu phải có 
nàu nâu nhạt khi so sánh với dung địch mẫu trắng.
Đánh giả kêt quả: Màu nâu cúa dung dịch thử, nếu có, 
không được đậm hơn màu cùa dung dịch đổi chiểu.
Neu như khỏ đánh giá ket quả, lọc các dung dịch qua màng 
ỉọc 0,45 |im nếu không có chi dẫn khác. Tiến hành lọc 
chậm và đều với áp lực lên piston nhẹ nhàng và liên tục. 
So sảnh màu sắc của các vết trên màng lọc thu được từ các 
dung dịch.

Phương pháp 2
Dung dịch thừ: 12 ml dung dịch chế phẩm được chuẩn bị 
như chi dẫn trong chuyên luận, dùng dung môi hữu cơ có 
chứa một tỷ lệ nước tối thiểu [Ví dụ như ỉ,4-dioxan (77) 
hoặc aceton (TT) có chứa 15 % metre (tt/tt)].
Dung dịch doi chiếu: Hồn họp gồm 10 ml dung dịch chì 
mầu (ỉ hay 2 phần triệu Pb tùy theo chì dẫn trong chư vê n 
luận) vả 2 ml dung dịch thử.
Dung dịch ion chì mẫu 1 hoặc 2 phần triệu Pb được pha 
chế bang cách pha loãng dung dịch chì mâu Ị00 phần triệu 
Pb (TT) với dung môi được dùng đê pha dung dịch thử. 
Dung dịch mầu trang: Hỗn hợp gồm 10 ml dung môi được 
dùng đề pha dung dịch thừ và 2 ml dung dịch thử.
Thêm 2 ml dung dịch đệm acetơt pH 3,5 (TT) vào mỗi 
dung dịch trên. Lắc đều và thêm dung dịch thu được vào
1.2 ml dung dịch thioacetamid (77), lác đều ngay. Quan 
sát các dưng dịch sau 2 min.
Tinh thích hợp của phép thừ: Dung dịch đôi chiếu phải cỏ 
nàu nâu nhạt khi so sánh với dung dịch mẫu trắng.
Đảnh giả kết quà: Màu nâu của dung dịch thư, neu có, 
không dược đậm hơn màu của dung dịch đối chiểu.
Neu như khó đánh giá kết quà, lọc các dung dịch qua màne 
lọc 0,45 pm nếu không có chi dẫn khác. Tiến hành lọc 
chậm và đều với áp lực lên piston nhẹ nhàng và liên tục. 
So sánh màu sắc của các vết trên màng lọc thu được từ các 
dung dịch.

Phương pháp 3
Dung dịch thừ: Lấy một lượng chế phẩm như chì dẫn 
trong cluiyèn luận (không quá 2 g) cho vào một chén nung 
sứ. Thêm 4 mi dung dịch mơgnesi sulfat 25 % trong acid 
sulfuric ỉ M (77). Trộn đều bàng một dũa thủy tinh nhò 
rôi đun nóng cần thận. Nêu hồn hợp là một chất lỏng thì 
làm bay hơi từ tù trẽn cách thủy đen khô. Đôt dần dân đê 
chế phâm eháv hết và tiếp tục dốt cho đen khi thu được 
cắn có màu gần trang hay ít nhất là xám nhạt. Tiến hành 
nung ở nhiệt độ không quá 800 °c. Đè nguội. Làm ẩm cắn
băng v à i  G Íọ t  ¿ỉttni' dịch ac id s u l fu r i c  1 A'ỉ /77). Bốc h ơ i.  

nung lại và dê nguội. Toàn bộ thời gian nung không được 
quá 2 h. Hòa tan cắn trong dung dịch acid hvdrocloric 
2 M (Tỉ) 2 lan, mỗi lần dùng 5 ml. Them 0,1 ml dung dịch 
phenolphtaỉcìn (ÍT), cho tửng giọt amoniac (77) đen khi 
có màu hong. Đe nguội, thêm acid acetic hãng (77) đèn 
khi dung dịch mất màu và thêm thừa 0,5 ml nữa. Lọc nêu 
càn và pha loãng dung dịch với nước thành 20 ml.
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Dung dịch dổi chiều: Tiến hành theo chì dần ở phần dung 
dich thử, dùng một thê lich dung dịch chì tv.au 10 phản triệu 
Pb (77) như dã ghi trong ehuvèn luận thav cho ché phâm. 
Thêm 2 mi dung dịch thừ vào 10 ml dung dịch thu được. 
Dung dịch kiểm tra: Tiền hành theo chi dẫn ờ phân dung 
dịch thừ, dùng lượng chê phẩm nhu lượng dùng đổ chuân 
bị dung dịch thừ và thê tích dung dịch chì máu ìũ  phân 
triệu Pb (TT) như thể tích dùng để chuần bị dung dịch 
đối chiếu. Thêm 2 ml dung dịch thử vào 10 ml dung dịch 
thu được.
Dung dịch mau trang: Hồn hợp gồm 10 mỉ nước và 2 ml 
dung dịch thử.
Lấy 12 ml của mỗi dung dịch trên, thèm 2 mỉ dung dịch 
đệm acetat p ĩỉ 3,5 (77). Lăc đều và them dung dịch thu 
được vào 1,2 ml dung dịch thioacetamìd (77), lac đêu 
ngay. Quan sát các dung dịch sau 2 min.
Tinh thích hợp của phép thừ: Dung dịch đối chiếu phài có 
nàn nâu nhạt khi so sánh với dung dịch mẫu trang và dung 
dịch kiểm tra phái có màu ít nhât lả đậm bằng màu của 
dung dịch đối chiếu.
Đánh giá kết qua: Màu nâu của dung dịch thử, nếu có, 
không được đậm hơn màu của dung dịch đổi chiếu.
Nếu như khó đánh giá két quả. lọc các dung dịch qua 
màng lọc 0,45 pm nếu không có chi dần khác. Tiến hành 
lọc chậm và đều với áp lực lên piston nhẹ nhàng và liên 
tục. So sánh màu sắc cùa các vết trẽn màng lọc thu được 
từ các dung dịch.

Phương pháp 4
Dung dịch thử: Trộn đều một lượng chế phẩm như chi dẫn 
trong chuyên luận với 0,5 g magnesi ớxyd (77) trong một 
chén sứ. Nung đỏ hồn họp cho đến khi thu được một khối 
đồng nhất màu trắng hay trắng xám. Nếu sau khi nung 
30 min mà hồn hợp vẫn có màu thì đê nguội, dùng đũa 
thủy linh trộn đều roi nung lại. Nếu cần, lặp lại thao tác đó. 
Cuối cùng nung ở 800 °c trong 1 h. Hòa tan cắn trong hỗn 
hẹp đồng thể tích cùa dung dịch acid hydrocỉorỉc 2 M  (77) 
và nước, 2 lần, mỗi lần dùng 5 ml. Thêm 0,1 ml dung dịch 
phenoỉphtaleìn (77), cho từng giọt amoniac (77) đên khi 
có màu hồng. Để nguội, thêm acid acetic hăng (Tí) đến 
khi dung dịch mất màu và thêm thừa 0,5 ml nừa. Lọc nếu 
cần và pha loãng dung dịch với nước thành 20 ml.
Dung dịch đối chiếu: Lây thê tích dung dịch chì mâu 
Ỉ0 phần triệu Ph (77) như đã ghi trong chuyên luận, lảm 
khô ờ 100 °c đến 105 °c, thay cho chế phẩm và tiến hành 
theo chỉ dẫn ờ phần dung dịch thừ. Thêm 2 ml dung dịch
thử vào 10 ml dung dịch thu được.
Dung dịch kiếm tra: Lấy lượng chế phẩm như lượng dùng 
để chuẩn bị dung dịch thừ và thể tích dung dịch chì mau 
ỉ ồ phần triệu Ph (Vi') như thể tích dùng đổ chuẩn bị dung 
dịch đối chiếu, làm khỏ ờ 100 °c đến 105 cc  và tiến hành 
theo chi dẵn ờ phẩn dung dịch thử. Them 2 ml dung địch 
thử vào 10 ml dung dịch thu được.
Dung dịch mâu trang: Hồn hợp gồm 10 ml nước và 2 ml 
dung dịch thử.
Lấy 12 ml của mỗi dung dịch trên, thêm 2 ml dung dịch 
đệm acetal p i ỉ 3.5 (77). Lăc đều và thêm dung dịch thu
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được vào 1,2 ml dung dịch thioacetamid (Tí), lắc đều 
ngay. Quan sát các dung dịch sau 2 min.
Tỉnh thích hợp cùa phép thử: Dung dịch đôi chicu phải có 
nàu nâu nhạt khi so sánh với dung dịch mẫu trang và dung 
dịch kiem tra phải cỏ màu ít nhất là đậm bằng màu của 
dung dịch đòi chiêu.
Đánh giá kết quả: Màu nâu của dung dịch thử, nểu có, 
không được đậm hưn màu của dung dịch đổi chiếu.
Neu như khỏ đánh giá kết quả, lọc các dung dịch qua 
mảng lọc 0,45 pm nếu không có chỉ dẫn khác. Tiến hành 
lọc chậm và đều với áp lực lên piston nhẹ nhàng và liên 
tục. So sành màu sắc của các vết trẽn màng lọc thu được 
từ các dung dịch.

Phương pháp 5
Dung dịch thừ: Hòa tan một lượng chẻ phâm nhu chì dần 
trong chuyên luận trong 30 ml nước hay trong thê tích như 
chỉ dẫn.
Dung dịch đối chiêu: Nêu không cỏ chỉ dần khác, pha 
loãng thề tích dung dịch chì mâu I phần triệu Ph (77) như 
chỉ dẫn trong chuyên luận thành thê tich bang the tích của 
dung dịch thử.
Chuẩn bị một thiết bị lọc băng cách lăp thân một bơm 
tiêm, không có piston, dung tích 50 ml với một giá đỡ có 
chứa, trên mặt đĩa, một mảng lọc (Kích thước lô 3 pm) và 
phía trên có màng lọc phụ (Hình 9.4.8).
Chuyên dung dịch thử vào bơm tiêm, lăp piston, ân nhẹ 
và đều đcn khí dung dịch được lọc hêt. Tháo giả đờ và lây 
màng lọc phụ ra, kiêm tra xem màng lọc có bị nhiêm bẩn 
không, nếu cần thì thay màng lọc và lọc lại trong cùng 
đieu kiện.
Thêm 2 rnl dung dịch đệm acetat pH  3,5 (77) vào toàn 
bộ hay một phần dịch lọc như chỉ dẫn ờ chuyên luận, lắc 
đều và thêm dung dịch thu được vào 1,2 ml dung dịch 
thioaccỉamid (77), lấc đều ngav và đẻ yên 10 min. Lọc lại 
như chi dần ờ trên nhưng đảo trật tự màng lọc, dung dịch 
qua màng lọc rồi mới qua màng lọc phụ. Quá trình lọc phải 
được thực hiện từ từ và đều bằng cách ấn piston nhẹ nhàng 
và liên tục. Sau khi lọc xong lấy màng [ọc ra, làm khô bang 
cách ép trên giấy lục.
Song song tiến hành như chỉ dẫn ở trên với dung dịch đối chiếu.
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Hình 9.4.H - Dụng cụ thừ giới hạn kim loại nặne
(Kích thước tinh hang milimètị
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Đảnh giá kết quả: Màu cùa vết thu đirựe từ dung dịch thử 
không được đậm màu hem màu của VÔI thu được từ dung 
dịch đối chiếu.

Phương pháp 6
Dung dịch thừ: Lấy một ỉượng chế phẩm như chỉ dẫn trong 
chuyên luận vào một bình Kjeldahl khô và sạch dung tích 
100 mỉ (có thể dùng bình dung tích 300 ml nếu phản ứng 
tao bọt nhiêu). Giữ bình nghiêng một góc 45°. Neu che 
phẩm ìà chất ran, thêm vừa đủ một thề tích hỏn hợp acid 
gồm 8 ml acid sul/uric ÍTT) và 10 ml acid nitric (TT) đô 
làm ẩm toàn bộ mau. Neu chế phẩm là chất lỏng, thêm vài 
ml hỏn hợp acid. Đun nóng nhẹ đên khi phản ứng băt đằu, 
đợi phản ứng giám bớt và tiếp tục thêm tửng phần hỗn họp 
acỉd, đun nóng sau mồi ỉẩn thcm, đến khi hết 18 ml hỗn hợp 
acid. Tăng nhiệt độ và đun sôi nhẹ đến khi dung dịch thẫm 
màu. Đê nguội, thcm 2 ml acidnitric (TT) và đun nóng đến 
khi dung dịch thầm màu. Tiếp tục đun và thêm ac.id nitric 
(TT) đên khi dung địch không còn thâm màu thêm nữa. 
Đun nóng mạnh đến khi có khói trắng, dày đặc tạo thành. 
Đe nguội, thcm cẩn thận 5 mỉ nước, đun sôi nhẹ đến khi 
có khói tráng, dày đặc tạo thành và tiếp tục đun đến khi 
còn 2 ml đến 3 mi. Đe nguội, thêm cẩn thận 5 ml nước và 
quan sát màu của đung dịch. Neu dung dịch có màu vảng, 
thêm cẩn thận 1 ml dung dịch hydrogen peroxyd đậm đặc 
(TT) và tiêp tục đun đên khi cỏ khỏi trăng, dày đặc tạo 
thành và đung dịch còn khoảng 2 ml đến 3 ml. Nếu dung 
dịch vẫn cỏ màu vàng, ỉặp lại bước thêm 5 ml nước và 
1 ml dung dịch hydrogen peroxyd đậm đặc (77) đến khi 
dung dịch không màu. Để nguội, pha loãng cẩn thận với 
nước và tráng vào ông Nessler dung tích 50 ml sao cho 
thể tích dung dịch thu được không vưựt quả 25 m). Điều 
chỉnh pỉl dung dịch đến 3,0 - 4,0 bằng amoniac (TT) [cỏ 
thê dùng dung dịch amoniac 6 M  (77) đê đicu chỉnh khi 
đến gân khoảng pH yêu cầu], dùng chi thị ngoại là giấy 
chi thị có khoảng chỉ thị pH hẹp. Thêm nước đê được 
40 ml và trộn đêu. Thêm 2 ml dung dịch đệm acetatpH 3,5 
(77). Lăc đêu và thêm dung dịch thu được vào 1,2 mi dung 
dịch thioacctamid (77). Lắc đều ngay. Pha loãng với nước 
thành 50 ml, lác đeu.
Dung dịch mâu (đoi chiếu): Tiến hành đồng thời như dung 
dịch thử, thay chế phẩm bằng thể tích dung dịch chì mầu 
ỉ 0 phân triệu Pb (TT) như chỉ dân trong chuyên luận. 
Dung dịch kiêm tra: Tiến hành như dung dịch thừ, dùng 
lượng chế phẩm như lượng dùng để chuẩn bị dung dịch 
thừ vả thê tích dung dịch chỉ mẫu 10 phồn triệu Pb (77) 
như thê tích dùng đê chuân bị dung dịch đổi chiếu.
Dung dịch mau trang: Tiến hành như dung dịch thử nhimg 
không có chế phẩm.
Sau 2 min quan sát các dung dịch đọc theo chiều dài ống 
nghiệm trên nền trắng.
Tinh thích hợp cùa phép thừ: Dung dịch đổi chiếu phải có 
nàu nâu nhạt khi so sánh với dung địch mẫu trắng và dung 
dịch kiêm tra phài có màu ít nhát là đậm băng màu cùa 
dung dịch đối chiểu.
Đánh giá két quả: Màu nâu của dung dịch thừ, nếu có, 
khống dược đậm hơn màu của dung dịclì đổi chiểu.
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Nếu như khỏ đánh giá kết quá, lọc các (lung dịch qua màng 
lọc 0,45 pm nếu không có chi dân khác. Tiên hành lọc 
chậm và đều với áp lực lên pìston nhẹ nhàng và liên tục. 
So sánh màu sắc cùa các vết trên màng ỉọc thu được từ các 
đung dịch.

Phương pháp 7
Chú v: Khi dùng thiết bị phả mau úp suất cao phái theo 
đúng hướng dan vận hành và chú ý về an toàn do nhà sản 
xuất đưa ra. Thiết lập chu kỳ phủ mau tùy thuộc kiểu ỉò vi 
sóng (Vi dụ kiêu lò kiểm soát năng lượng, kiêu lò kiêm soát 
nhiệt độ hoặc lò áp suất cao). Chu kỳ nàvpiìâi theo hướng 
dần cùa nhà sàn xuất. Cìut kỳ' phá mẫu ỉct phù hợp nếu thu 
được dung dịch trong.
Dung dịch thứ: Lấy một lượng chế phẩm như chỉ dẫn trong 
chuycn luận (không quả 0,5 g) vào một côc phù hợp, sạch. 
Thêm lần lượt 2,7 ml acidsuựurìc (77), 3,3 ml acidnitrìc 
(IT) và 2,0 ml dung dịch hydrogen peroxyd dậm dặc (77) 
vừa thêm vừa khuấy đều bằng máy khuấy từ, để từng thuốc 
thử phản ứng với chế phẩm trước khi thêm thuốc thử tiếp 
theo. Chuyển hồn hợp vào bình phá mẫu chịu áp suất cao 
(bằng Auoropoỉyme hoặc thạch anh), bình phải được làm 
khô trước khi cho mẫu vào.
Dung dịch đoi chiếu: Tiến hành như dung dịch thử, thay 
chế phâm bằng thê tích dung dịch chì mẫu ]0 phần triệu 
Pb (TT) như chỉ dẫn trong chuyên luận.
Dung dịch kiểm tra: Tiến hành như dung dịch thử, đùng 
lượng chế phẩm như lượng dùng để chuẩn bị dung dịch 
thử và thể tích dung dịch chì mẫu Ỉ0 phần triệu Pb (77) 
như thể tích dùng để chuẩn bị dung dịch đối chiếu.
Dung dịch mau trang: Tiến hành như dung dịch thử nhưng 
không có chế phẩm.
Đậy bình phá mầu và đặt vào trong lò vi sóng. Tiến hành 
phả mẫu bang cách sử dụng nối tiếp 2 chương trình tách 
biệt thích hợp. Thiết lập các chương trình theo inột sổ 
bước đè có thc kiổm soát phản ứng, theo đỗi áp suất, nhiệt 
độ hoặc năng lượng tùy theo kiểu lò vi sóng sừ dụng. Sau 
khi áp dụng chương trình đẩu tiên, để nguội các bình phá 
mẫu trước khi mờ. Thêm vào mỗi bình 2 ml dung dịch 
hydrogen peroxvd đậm đặc (77) và áp dụng chương trình 
thứ hai. Sau khi áp đụng chương trình thứ hai, đề nguội các 
bình phá mẫu trước khi mờ. Nếu cần thiết để có được dung 
dịch trong, lặp lại bước thêm dung dịch hydrogen peroxyd 
đậm đặc (Tỉ) và chương trinh phá mẫu thử hai.
Đe nguội, pha loãng cân thận với nước và tráng vào một 
bình nón sao cho thê tích đung dịch thu được không vượt 
quá 25 ml. Điều chinh pH dung dịch đến 3,0 - 4,0 bàng 
amoniac (77) (cỏ thể dùng dung dịch amoniac 6 M (77) 
đê điều chinh khi đến gân khoảng pỉĩ yêu cầu), dùng chì 
thị ngoại là giấy chi thị có khoảng chỉ thị plỉ hẹp. Để tránh 
làm nóng dung dịch, ngâm dung dịch trong nước đá và 
dùng máy khuây từ. Pha loăng thành 40- ml với nước và 
trộn đều. Thêm 2 mi dung dịch dệm acetat p ỉỉ  3.5 (77). 
Lắc đều và thêm dung dịch thu được vào 1,2 IT)! dung 
dịch thioacetơmid (77). Lắc đều ngay. Pha loãng với nước 
thành 50 mỉ, lắc (tèu và để yên 2 min.
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Lọc các dung dịch qua mảng lọc thích hợp 0,45 pm nếu 
không có chi dẫn khác. Tiên hành lọc chậm và đều với áp 
lực lên piston nhẹ nhàng và liên tục. So sánh màu sẳc cùa 
các vết trén màng lọc thu được tìr các dung dịch trên.
Tinh thích hợp của phép thừ: vết thu được từ dung dịch 
đối chiêu phải có màu nâu khi so sánh vứi vet thu được từ 
dung dịch mẫu trắng và vét thu được lừ dung dịch kiểm tra 
phải cỏ màu ít nhất là đậm bằng màu cùa vết thu được từ 
dung dịch đối chiểu.
Đánh giá kết qua: Màu nâu của vết thu được từ dung dịch 
thử không được đậm hơn màu của vet thu được từ dung 
dịch đôi chicu.

Phương pháp 8
Dung dịch thử: Hòa tan một lượng chế phâm theo chỉ dẫn 
trong chuyên luận trong 20 ml dung môi hay hồn hợp dung 
môi được chi dẫn trong chuyên luận.
Dung dịch đối chiếu: Pha loãng thể tích dung dịch chì 
mẫu ỉ 0 phần triệu Ph (TT) theo chì dan trong chuycn luận 
thành 20 ml với dung môi để pha dung dịch thử.
Dung dịch mẫu trảng: 20 ml dung mõi để pha dung dịch thử. 
Thêm 2 mỉ dung dịch đệm acctat phĩ 3,5 (TT) vào mỗi 
dung dịch trên. Lắc đều (Trong một vài trường hợp có tủa 
tạo thành, khi đó chuyên luận riêng có hướng dần hòa tan 
lại trong thê tích xác định của dung môi cho sẵn). Thêm 
dung dịch thu dược vào 1,2 ml dung dịch thioacetamid 
(TT). Lắc ngay và đổ yên 2 min. Lọc các dung dịch qua 
màng lọc 0,45 pm nếu không có chỉ dẫn khác. So sánh các 
vét trên màng lọc thu được hr các dung dịch trên.
Tỉnh thích hợp cùa phép thử: vết thu được từ dung dịch 
đổi chiếu phải có màu đen nâu so với vết thu được từ dung 
dịch mẫu trăng.
Dành giá kết qittt: Màu đen nâu của vết thu được từ dung 
dịch thử không dược dậm hơn màu cua vết thu được từ 
dung dịch đối chiếu.

9.4.9 Nhôm
Chuyển dung dịch che phẩm thử đã chỉ dan trong 
chuyên luận vào một bình gạn và chiêt lân lượt với 
20 ml, 20 ml và 10 ml dung dịch 8-hydrox)>qưinoỉin 0,5 % 
trong cloro/orm (Tỉ). Gộp các dịch chiết cloroíorm và pha 
loãng tới 50,0 ml bang cloroform (TT) (dung dịch thừ).
Trừ khi có chi dần khác, chuân bị dung dịch trăng và dung 
dịch chuẩn trong cùng điều kiện như dung dịch thử.
Dung dịch trắng ỉà hồn hợp 10 ml dung dịch đệm acetat 
pH 6,0 vả 100 ml nước.
Dung dịch chuẩn là hỗn hợp 2 ml dung dịch nhỏm mầu 
2 phần triệu A ỉ (Tỉ), 10 ml dung dịch đệm actẩtat pH 6,0 
và 98 ml nước.
Do huỳnh quang của dung dịch thừ (Ij), dung dịch chuẩn 
(L) và dung dịch trắng (I3) (Phụ lục 4.3) với bước sóng 
kích thích là 392 nm và một kính lọc phụ cỏ dải truyỏn 
quang tập trung ờ 518 nm, hoặc đặt một thiết bị làm đơn 
sắc ánh sáng đc truyền quang ở chính bước sóng đó. 
Cường độ huỳnh quang của dung dịch thừ (1) - O  không 
được lớn hơn cua dung dịch chuẩn (L - L).
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9.4.10 Nickel trong polyol
Tiến hãnh theo phưomg pháp II của quang phổ hấp thụ 
nguyên tử (Phụ lục 4.4). dùng ngọn lừa acetylen - không 
khí, đèn cathod rong nickel và các đung dịch sau:
Dung dịch thử: Hòa tan 20,0 g chê phâm thử trong dung 
dịch acid acetic ì A/ (TT) và pha loãng thành 100,0 ml với 
cùng dung môi. Them 2,0 ml dung dịch bão hòa amoni 
pỵroỉidin duhiocarhamat (TT) (khoảng 1 %) và 10,0 ml 
4-methy!pentan-2-on (TT) lắc trong 30 s, tránh ánh sảng. 
Để yên cho tách lớp và lấy lớp methylpcntanon.
Dung dịch đôi chiếu: Chưân bị 3 dưng dịch đôi chiếu trong 
cùng điều kiện như dung dịch thử bằng cách thêm riêng 
biột 0,5 ml; 1.0 ml; 1,5 ml dung dịch nickel mầu 10phần 
triệu Ni (TT) vào mồi bình đã có 20.0 g chế phẩm thừ. 
Chuẩn bị một mẫu trắng trong cùng điều kiện giống như 
dung dịch thừ, nhưng không có chế phẩm thừ và dùng 
dung dịch này de hiệu chình điểm “0” cùa máy.
Đo độ hấp thụ cùa dung dịch thử, 3 dung dịch đoi chiếu và 
mẫu trắng ờ cực đại 232,0 nm. Vẽ đường cong biểu diễn 
sự phụ thuộc giữa độ hấp thụ với nông độ nickel trong các 
đung dịch và xác dịnh hàm lượng cùa nickel trong chế 
phẩm thử.
Hàm lượng nickel khùng lớn hon 1 phần triệu, trừ khi có 
chi dẫn khác.

9.4.11 Kim loại nặng trong dược liệu và trong dầu béo
Tiến hành bang phương pháp quang phổ hấp thụ nguyên 
tử (Phụ lục 4.4).
Chủ ý: Khi dùng thiết bị phá mâu áp suất cao và ỉò vi sóng 
dùng trong phòng thi nghiệm, phải íhìmh thạo các thao tác 
an toàn vìt vận hìtnh thiết bị mà nhà sản xuất đưa ra.

Thiết bị
Bao gồm các bộ phận sau:
Bình phá mẫu bàng polytetrafluoroethylen thể tích 120 ml 
có nắp đậy kin, có van điều chinh áp suất bên trong và một 
ống bàng polytctraíluoroethylen để xả khí.
Một hộ thống giữ các bình phá mẫu kín với cùng một lực xoắn. 
Lố vi sóng với tần số 2450 MHz có công suất diều chình 
được từ 0 đốn (630 ± 70) w, nối với một máy tính có 
phần mềm điều khiển chương trình. Vách lò phủ một lớp 
polvtetraíìuoroethylen. Lò có quạt hút thay đòi được tôc 
dộ. có hệ thống đĩa quay và ống hút đe xả khói.
Máy quang phổ hấp thụ nguyên tú dùng đèn cathod rỗng 
là nguồn phát xạ và đèn deuterium hiệu chỉnh đường nên. 
Máy được nói với:
a) Bộ hóa hơi nguycn tử không ngọn lứa lò graph ít đối với 
caũimi, đồng, chì, săt, nickel và kẽm.
b) Bộ hoá hoi hydrid đôi vói arsen và bộ phận hóa hơi lạnh 
cho tliùv Iigâr, hoặc một bộ hoá hơi khác có tính năng phù 
hợp cho 2 nguyên tô này.

Tiến hành
Nếu dùntí trang thiết bị khác với mô tả ờ trên thi cần điêu 
chinh các thòng số thiẽt bị cho phù hợp.
Rửa sạch các đõ đựng bang thủy tinh và dụng cự thí nghiệm 
bằng dung dịch acid nitric (Tỉ) 10 g/1 trước khi dùng.

DƯỢC t)lĩ'N VIŨT NAM V
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Bảng 9.4.11.ỉ - Các thông số kỳ thuật đê tiến hành phép thử
— — : ..............................." r Cd I Cu Fe Ni Pb Zn

Bước sóng tim 228,8 324,8 248,3 ?32 283,5 213,9
Độ rộng khe nm 0,5 0,5 0,2 0,2 0,5 0,5
Cường độ đèn mA 6 7 5 10 5 7
Nhiệt độ tro hỏa °c 800 800 800 800 800 800
Nhiệt độ nguyên từ hóa °c 1800 1 2300 2300 2500 2200 2000
Hiệu chinh đường nền có không không ! không không không
Tốc độ khí nitrogen L/min 3 3 3 3 3 3

Dung dịch thử: Cân và chuyển vào bình phá mẫu một 
lượng chế phểm theo chỉ dần trong chuyên luận (khoảng 
0,5 g bột dược liệu hoặc dầu bco). Thêm 6 ml acicỉ nitric 
không củ kim loại nặng (77) và 4 ml acid hydrocloric. 
không có kim loại nặng (71'). Dậy kín bình.
Đặt bình phá mẫu vào lò vi sóng. Tiến hành phá mẫu theo
3 bước như sau (dùng cho 7 bình chứa mầu thừ): 80 % 
công suất ờ 15 min đầu, 100 % cõng suất ở 5 min tiếp theo 
và 80 % ờ 20 min cuối.
Đe nguội các bình ngoài không khí, thêm vào mỗi bình
4 mi acidsul/urìc khống có kim loại nặng (77). Lặp lại các 
bưóc phá mầu như trên một lan nữa. Sau khi đổ nguội, mờ 
bình phá mẫu ra, thu được dung dịch trong và không màu. 
Chuyền toàn bộ dung dịch vào bình định mức 50 ml, tráng 
bình phá mẫu 2 lần, mồi lần với 15 ml nước và tập trung 
dịch tráng vào bình định mức trên. Thêm 1,0 ml dung 
dịch magnesi nitrat (77) 1 % và 1,0 ml dung dịch amoni 
dihydrophosphat (77) 10 %. thêm nước vừa đủ 50 ml. 
Dung dịch mau trang: Trộn 6 mi acid nitric không có kim 
loại nặng (77) và 4 ml acid hydrocỉoric không có kim loại 
nặng (TT) vào binh phá mầu và tiến hành phá mẫu như đổi 
vói dung dịch thử.

Định lương Ciidỉmi, đồng, sắt, chì, nickel và kẽm 
Xác định hàm lượng cadimi, đồng, sắt, chỉ, nickel, kẽm 
băng phương pháp thêm chuẩn (Phụ lục 4.4), dùng các 
dung dịch đoi chiếu cùa mỗi kim loại nặng và áp dụng các 
thông sô kỹ thuật như Bâng 9.4.11. ỉ . Độ hâp thụ của dưng 
dịch mẫu trắng dược tự động trừ vào độ hấp thụ của dung 
dịch thử.

Định lượng arsen và thủy ngân
Xác đinh hàm lượng arsen và thủy ngân trong mẫu dựa vào 
các dung dịch chưân arsen hoặc thủy ngân đã biết nồng độ 
bàng phương pháp xấc định trực tiếp (Phụ lục 4.4) với hệ 
thống hoá hơi hydrid đổi với arscn và hóa hơi lạnh đổi với 
thủy ngân, hoặc với một thiết bị hóa hơi khác phù hợp.

Arsen
Dung dịch mau: Lẩy 19.0 ml dung dịch thứ hoặc tráng 
chu ân bị như trên, thêm I ml dung dịch kali iởdid (77) 
20 %. Dè yên dung dịch ờ nhiệt độ phòng trong 50 min 
hoặc ờ 70 "C trong 4 min.

Acid: Acid hydrocỉoric không có kim loại nặng (77).
Dung dịch khứ: Dung dịch natri borơhydrid (77) 0,6 % 
trong dong dịch na tri hydroxyd (77) 0,5 %.
Áp dụng các thông số kỹ thuật trong Bảng 9.4.11.2.

Thủy ngân
Dung dịch mẫu: Dung dịch thử hoặc dung dịch trang 
chuẩn bị như trên.
Acid: Dung dịch chửa 515 g/ỉ acid hydrocloric không cỏ 
kim loại nặng (77).
Dung dịch khử: Dung dịch thiếc (ỉỉ) cỉorid 1 % trong dung 
dịch acĩd hvdrocỉoric loãng không cỏ kim loại nặng (77). 
Áp dụng các thông sổ kỹ thuật trong Bảng 9.4.11.2.

Bàng 9.4.11.2 - Các thông số kỳ thuật để tiến hành phép thừ

As

i CJD
1 sỊ----

Bước sóng nm 193,7 253,7 :
Độ rộng khe nm 0,2 0.5
Cường độ đèn mA 10 4
Tốc độ acid ml/min : 1,0 1,0
Tốc độ dung dịch khử ml/min 1 1,0 i 1,0
Tốc độ dung dịch mẫu ml/min ọr~2 7,0
Buồng đo Thạch anh Thạch

(làm nóng) anh
(không 

làm nóng)
Hiẹu chinh đưòng nền Không Không
Tốc độ khí ni trogen L/min 0.1 0,1

9.4.12 Phosphat
Thêm 4 ml dung dịch su/omolybdic (77) vào 100 ml
dung dịch đã được chuân bị, nêu cân thì trung hòa như 
chi dẫn. Lấc và thêm 0,1 ml dung dịch thiếc (II) cỉorid 
(77)). Chuẩn bị dung dịch chuẩn trong cùng điều kiện, 
dùng 2 ml dung dịch phosphut mau 5 phan triệu POj 
(77) và 98 ml nước. Sau 10 min, lấy mỗi dung dịch 
20 ml và so sánh màu. Màu trong ống thừ phải không được 
đậm hơn màu trong ống chuẩn.
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9.4.13 Sắt
Hòa tan một lượng chế phẩm thù quy định trong nước 
rồi pha loãng với nước thành 10 ml, hoặc lấy 10 mi dung 
dịch che phẩm thừ như chì dan trong chuyên luận cho vào 
một ổng Ncsslcr. Thcm 2 rnl dung dịch acid cìtrìc 20 % 
và 0,1 ml acid mercaptoacetic (77). Lắc đều, kiềm hóa 
bằng dung dịch amoniac 10 M  (77) và pha với nước thành 
20 mí. Đổ yèn 5 min.
Chuẩn bị một dung dịch chuẩn trong cùng điều kiện, dùng 
10 ml dung dịch seit mẫu ỉ phán triệu Fe (77) thay cho 
dung dịch chế phâm thử.
Màu hồng tạo thành trong dung dịch thừ không dược đậm 
hơn màu trong dung dịch chuẩn.

9.4.14 Sulfat
Các dung dịch dùng trong phép thử này phải được chuân 
bị trong nước cát.
Thêm 1 ml dung dịch ban cỉorid 25 % (77) vào 1,5 ml 
dung dịch Sulfat mầu 10 phần triệu s o  4 (77), lắc và đê yên 
1 min. Thcm 15 ml dung dịch chế phẩm thử đã được chỉ 
dẫn trong chuyên luận hoặc thcm một lượng chế phẩm thử 
quy định đã hòa tan trong 15 ml nước, và 0,5 ml dung dịch 
acid acctic 5 M  (77). Đe yên 5 min.
Độ đục tạo thành trong ổng thừ không được đậm hơn trong 
ống chuẩn được chuẩn bị đồng thời trong cùng điều kiện, 
nhưng dùng 15 ml dung dịch Sulfat mẫu 10phân triệu s o 4 

(77) thay cho dung dịch chế phẩm thử.

9.4.15 Magnesi
Lấy 10 ml dung dịch thử được pha như chỉ dẫn của chuyên 
luận, thêm 0,1 g natri tetraborat /77). Neu can thì điều 
chinh pll của dung dịch tới khoảng từ 8,8 đến 9.2 hăng 
dung dịch acỉd hỵdrocỉoric 2 M  (77) hoặc dung dịch mit ri 
hydroxyd 2 Af (77). Lắc 2 làn, mỗi lần với 5 ml dung dịch 
8-hydroxyquinoỉỉn 0,1 % trong cloroforrn (77), mỗi lần 
lắc 1 min, đổ yên cho tách lớp rồi gạn bò lớp cloroform 
phía dưới. Thêm vào lớp nước 0,4 ml n-butyỉamìn (77) 
và 0,1 mỉ triethanolamin (77). Neu cân thì điêu chinh 
pH tới khoáng từ 10,5 đến 11.5. Thêm 4 ml dung dịch 
8-hydroxyquinolin 0, / % trong cloroform (77), lãc 1 min

U1 F1 U2

rồi dể yên cho tách lớp. Neu lớp clorofomi có màu thì 
không dược đậm hơn màu mầu Ihu được khi tiến hành như 
tròn với l ml dung dịch magnesi mầu 10 phần triệu Mg 
(TT) va 9 ml nước.

9.4.16 Magnesỉ và kìm loại kiềm thố
Lầy 200 ml nước, thêm 0,1 g hydroxyìamin hydrocỉorid 
(77); 10 ml dung dịch đệm amoniacpH  10,0 (77); 1 ml 
dung dịch kẽm Sulfat 0, ỉ M (CĐ) và khoảng 15 mg hổn 
hợp đen crìocrom 7 (77). Đun nóng tới 40 °c và chuẩn 
độ với dung dịch trilon B 0,01 M (CĐ) đến khi màu tím 
chuvển hãn sang xanh. Thêm vào dung dịch một lượng 
chế plìảm đã được hòa tan trong 100 ml nước, hoặc một 
thổ tích dung dịch chế phẩm, như chỉ dẫn trong chuyên 
luận. Neu màu dung dịch chuyển sang tím, thì chuẩn độ 
tiếp với dung dịch trilon B 0,01 M(CĐ) đến khi màu hoàn 
toàn trừ iại xanh. Thể tích dung dịch triỉon B 0,01 M (CĐ) 
dùng trong lần chuẩn độ thử hai không được quá lượng 
quy định.

9.5 XẢC ĐỊNH GIỚI HẠN CARBON MONOXYD 
TRONG KHÍ Y TÉ

Thiết bị
Thiết bị (Hình 9.5) gồm các phàn sau được mẳc nối tiếp 
với nhau:
Ưl: Ống hình chữ ư  chứa silica gel khan được tẩm
crom (Vỉ) oxyd (77).
F 1: Binh rùa chứa 100 ml dung dịch kalt hvdroxyd 40 % (77). 
U2: Óng hình chữ u  chứa các hạt kali hydroxyd (77) (ống 
nàv không càn khi thử carbon dioxyd).
U3: Óng hình chữ Ư chứa phosphor pentoxyd được phân 
tán trôn đá bọt.
U4: Òng hình chữ Ư chứa 30 g các hạt iod pentoxyd kết 
tinh lại đã được sấv trước ờ 200 UC và duy trì ừ 120 °c 
trong suốt quá trình thừ. lod pentoxyd được nhồi trong 
một ổng thành các cột 1 cm được phân cách bằng các cột 
bóng thủy tinh 1 cm đê được một đoạn hữu hiệu dải 5 cm. 
F2: Ống phàn ứng chửa 2,0 ml dung dịch kalt iodid 16,6% 
(77) và 0,15 ml dung dịch hồ tinh bột (77).

U3 U4 F2

Ị lình 9.5 - Thiết bị thử giới hạn carbon monoxvd
(Kích thước tính bằng miỉùnéĩ)
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Tiến hành
Rửa thiết bị bằng 5,0 L khi argon và nếu cẩn, làm mất màu 
của dung dịch iodid bang cách thêm lượng ít nhât dung dịch 
natri thiosuïfal 0,002 N (CĐ) mới pha. Tiêp tục rửa đên khi 
lượng dung dịch natri thiosulfat fí:002 N (CD) cần dùng 
không quá 0,045 ml sau khi cho 5,0 L khí argon chạy qua. 
Cho khí cân kiêm tra chạy qua thiêt bị, dùng thc tích và tóc 
độ dòng theo qui định trong chuyên luận riêng. Rửa vết 
iod giải phóng vào bình phản ứng bằng cách cho 1,0 L khí 
argon chạy qua. Chuẩn độ iod giải phóng bằng dung dịch 
natri thiosulfat 0,002 N (CĐ).
Tiến hành mẫu trang trong cùng điều kiện, dùng thể tích 
argon theo qui định trong chuyên luận riêng. Thê tích dung 
dịch na trì thiosulfat 0,002 N (CĐ) chênh lệch giữa hai làn 
chuẩn độ không được quá giói hạn qui định trong chuyên 
luận riêng.

9.6 XÁC ĐỊNH MÁT KHỐI LƯỢNG DO LÀM KHÔ

Mất khối lượng do làm khô là sự giảm khối lượng cùa mẫu 
thừ biểu thị bang phần trăm (khối lượng/khối lượng) khi 
được làm khô trong điều kiện xác định ở mồi chuyên luận. 
Phưcmg pháp này dùng đê xác định hàm lượng nước, một 
phần hoặc toàn bộ lượng nước kết tinh và lượng chất dề 
bay hơi khác trong mẩu thử.
Việc xác định mất khối lượng do lòn khô không được làm 
thay đổi tính chất lý hóa cơ bản của mầu thử, vỉ vậy mỗi 
chuyên luận riêng sẽ cỏ quy định cách làm khô theo một 
trong các phương pháp sau đây:
a) Trong hình hút ẩm. Tiến hành làm khô trong bình hút 
ẩm với những chất hút nước như phosphor pcntoxyd, silica 
gei v.v...
b) Trong chân không. Tiên hành làm khô ờ điều kiện áp 
suât từ 1,5 kPa đèn 2,5 kPa có mặt chát hút âm phosphor 
pentoxyd và ờ nhiệt độ phòng.
c) Trong chán không ở điều kiện nhiệt độ xác định. 'l iến 
hành làm khô ở điều kiện áp suất từ 1,5 kPa đến 2,5 kPa 
có mặt chất hút ẩm phosphor pentoxyd và trong điều kiện 
nhiệt độ quy định trong chuyên luận riêng.
d) Trong tủ sâỵ ờ điểu kiện nhiệt độ xác định. Tiến hành 
làm khô trong tù sấy ờ điều kiện nhiệt độ quy định trong 
chuyên luận riêng.
e) Trong chán không hocin toàn. Tiến hành làm khô trong 
điêu kiện áp suât không quá 0,1 kPa có mặt chất hút ẩm 
phosphor pentoxyd và ở diều kiện nhiệt độ qui dinh trong 
chuyên luặn riêng.

Cách tiến hành
Dùng dụng cụ dùng để sấv bàng thủy tinh rộng miệng đáy 
bàng có nãp mài làm bì đựng mẫu thử; làm khô bì trong 
thời gian 30 min theo phương pháp và điều kiện quy định 
trong chuycn luận rôi cán đê xác định khối lượng bi. Cân 
ngay vào bì này một lượng chính xác mầu thử bằng khối 
lượng quy định trong chuvêii luận với sai số -  10 %. Neu 
không có chi dẫn gì đặc biệt thì lượne mầu thừ dược dàn 
mòng thành lớp có dỏ dày không quả 5 inm. Ncu mẫu thử

có kich thước lớn thì phải nghiền nhanh tới kích thước 
dưới 2 nim trước khi càn. Tiến hành làm khô trong điều 
kiện quy dịnh cùa chuyên luận. Neu dùng phương pháp 
sấv thì nhiệt độ thực cho phép chênh lệch ± 2 °c so với 
nhiệt độ quy định. Sau khi sấy phái làm nguội tới nhiệt 
độ phòng cân trong binh hút ẩm cỏ silìca gel roi cân ngay. 
Nếu chuyên luận không quy định thời gian làm khô có 
nghĩa là phải làm khô đến khối lượng không đổi, tức là sự 
chênh lệch khối hựmg sau khi sấy thêm 1 h trong tủ sấy 
hoặc 6 h trong bình hút ẩm so với lần sấy trước đỏ không 
quá 0,5 mg.
Nếu mẫu thử bị chảy ừ nhiệt độ thấp hơn nhiệt độ sấy quy 
định thì trước khi đưa lèn nhiệt độ đó, cần duy trì từ 1 h 
đến 2 h ờ nhiệt độ thấp hơn nhiệt độ nóng chày của mẫu 
thử từ 5 c  đến 10 °c.
Neu mẫu thử ớ dạng nang hoặc viên bao thì phài bỏ vỏ 
(lấy không ít hon 4 viên) và nghiền nhanh tới kích thước 
dưới 2 inm rồi lấy lượng bột viên như chi dẫn trong chuyên 
luận ricng.
Neu mẫu thử là dược liệu, khi chuyên luận riêng không 
có chi dẫn gì dặc biệt thì tiến hành sấy trong tủ sấy ở áp 
suất thường. Dược Hộu phái được làm thành mành nhỏ 
đường kính không quá 3 mtn; lượng đem thừ từ 2 g đen 
5 g; chiểu dày lóp mẫu thừ đem say là 5 mm và không quá 
10 mm đối với dược liệu có cấu tạo xốp. Nhiệt độ và thời 
gian sấy theo yêu cáu của chuyên luận riêng. Neu chuvcn 
luận không qui định thời gian sấy có nghĩa là sấy đến khối 
lượng không đổi, tức là sự chênh lệch khối lượng sau khi 
sẩy thêm 1 h so với lần sấy trước đó không quá 5 mg.

9.7 XÁC ĐỊNH TRO KHÔNG TAN TRONG ACID

Neu không cỏ hướng dần khác trong chuyên luận thì dùng 
phương pháp 1.

Phưong pháp 1
Cho 25 ml dung dịch acid hydrocỉoric 2 M (TT) vào tro 
toàn phần, dun sôi 5 min, lọc đổ tập trung những chất 
không tan vào một phễu thủy tinh xốp đà cân bì, hoặc vào 
một giấy lọc không tro, rửa băng nước nóng roi đem nung 
ờ 500 °c đến khối lượng không đồi. Tính tỳ iệ phàn trăm 
của tro không tan trong acid so với dược liệu đã làm khỏ 
trong khúng khí.

Phương pháp 2
Cho vào chén nung chứa tro toàn phân hay tro Sulfat (náu 
trong chuyên luận riêng không có chi dẫn khác) 15 ml 
nước và 10 ml acid hvdrocỉoric. (TT). Đậy chén bằng một 
mặt kính đồng hồ, đun sôi cẩn thận 10 min rồi dể nguội. 
Rửa mặt kính dồng hồ với 5 ml nước nóng rồi cho vào 
chén nung. Tập trung chất không tan vào một phều lọc 
thủy tinh xốp đà cân bi hoặc vào một giấy lọc không trơ, 
rửa bảng nước nóng tới khi dịch lọc cho phàn ứng trung 
tính. Làm khô rồi nung tới đõ tối, đế nguội trong binh hút 
ảm rỏi cân. Nung ticp tới khi giừa 2 lân cân khôi lượng
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chcnh lệch Iihím khôn ụ vượt quá 1 ing. Tính tỷ [ộ phẩn 
trăm cùa tro không tan trong acid so với dược liệu uà được 
làm kirn trong không khí.

9.8 XÁC ĐỊNH TRO TOÀN PHÀN

Nen không có hướng dẫn khác trong chuyên luận thì áp 
dụng phưomg pháp 1.

Phương pháp 1
Với mẫu thử là dược liệu, thuốc từ dược liệu: Cho 2 g đến 
3 g bột mẫu thừ vào một chén sử hoặc chén platin đã nung 
và cân bì. Nung ở nhiệt độ không quá 450 °c tới khi không 
còn carbon, làm nguội roi cân. Băng cách này mà tro chưa 
loại được hết carbon thì dùng một ít nước nóng cho vào 
khối chất đã than hóa, dùng đũa thủy tinh khuấy đều, lọc 
qua giấy lọc không tro. Rửa đũa thủy tinh và giấy lọc, tập 
trung nưức rửa vào dịch lọc. Cho giấy lọc và cắn vào chén 
nung rồi nung đến khi thu dược tro màu trang hoặc gân 
như trắng. Tập trung dịch lọc vào cắn trong chén nung, đem 
bốc hơi đến khô rồi nung ở nhiệt độ không quá 450 °c đến 
khi khối lượng không đôi. Tính tỷ lệ phần trăm cùa tro toàn 
phần theo dược liệu đă làm khô trone không khí.
Với các mẫu thử khác: Cũng thực hiện như trên nhưng 
chi dùng 1 g mẫu thử nếu không có chi dẫn gì khác trong 
chuyên luận.

Phương pháp 2
Lấy một chén sứ hoặc chén platin nung tới đỏ trong 
30 min. Đẻ nguội trong bình hút ẩm rồi cân. Neu trong 
chuyên luận riêng không có hướng dẫn gì khác thỉ lấy 1 g 
mẫu thử rải đều vào chén mine, sẩyl h ở 100 °C đến 105 °c 
rồi đem nung trong lò nung ờ 600 °c i- 25 Rc. Sau mỗi lần 
nung, lấy chén nung cùng cắn tro đem làm nguội trong bình 
hút ẩm rồi cân. Trong quá trình thao tác không được đê tạo 
thành ngọn lửa. Neu sau khi đã nung lâu mà vần chưa loại 
hết carbon cùa tro thì dùng nước nóng đê lấy cắn ra, lọc qua 
giấy lọc không tro rồi lại nung cắn và giấy lọc trong chén 
nung. Tập trung dịch lọc vào tro ở trong chén, làm bôc hơi 
cấn thận tới khô rồi nung đến khối lượng không đổi.

9.9 XÁC ĐỊNH ỉ RO SULFAT

Ảp dụng một trong các phương pháp sau đây nếu trong 
chuyên luận riêng không có hướng dẫn khác.

Phương pháp 1
Nung một chén sứ hoặc chén platin tới đỏ trong 10 min, đê 
nguội trong bình hút ẩm rồi cân. Neu không có chi dẫn gì 
dặc biệi trong chuyên luận riêng thì cho 1 g mẫu thừ vảo 
chén nung, làm ẩm với acid sulfuric (TT), dot can thận 
rồi lại làm ẩm với ac id sulfuric (TT) và nung ờ khoáng 
800 °c. Làm nguội roi cân. Nung lại 15 min, làm nguội rồi 
cân nhấc lại. Lặp lại quá trình này cho đến khi hai lần càn 
liên tiếp, khối lượng không chênh lệch nhau quá 0,5 mg.
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Phưong pháp 2
Nung một chén nung sứ hoặc platin ờ 600 °c -h 50 °c trong 
30 min, đê nguội trong bình hút ẩm rồi cân. Cho vào chén 
nung một lượng mẫu thử như chi dần trong chưycn luận và 
càn. Làm am mẫu băng một lượng nhỏ acid sufuric (TY) 
(khoáng 1 mĩ), đốt nóng ờ mức độ nhẹ nhất có thể đến khi 
mẫu hóa tro hoàn toàn. Đê nguội, làm âm cắn bằng một 
lượng nhỏ acid sufuric (TT), đốt nóng nhẹ đến khi bay hết 
khói trắng và nung ờ 600 °c  ± 50 °c  đến khi cắn thành 
tro hoàn toàn. Trong khi đốt và nung không được để tạo 
thành ngọn lứa. Đc nguội trong bình hút ẩm, cân và tính 
khối lượng của cắn. Nêu khối lượng cắn vượt ngoài giới 
hạn cho phép thì lại làm âm cẳn bằng tìcidsu/urìc (TT) và 
nung nhir trcn đen khối lượng không đỏi nếu không có chì 
dần gì khác.
Lượng mẫu thử thường dùng (từ 1 g đen 2 g) được tính từ 
giới hạn tro Sulfat đã qui định sao cho khối lượng tro Sulfat 
(khoảng 1 mg) cỏ thể cân được để đảm bảo độ chinh xác.

9.10 XÁC ĐỊNH TRO TAN TRONG NƯỚC

Đun sôi tro toàn phẩn (Phụ lục 9.8) với 25 ml nước trong 
5 min. Tập trung những chất khồng tan vào một phễu thủy 
tinh xốp, hoặc vào trong một chén lọc thủy tinh xốp, hoặc 
trên một giấy lọc không tro đâ cân bì trước, rửa bằng nước 
nóng rồi nung 15 min ờ nhiệt độ không quá 450 °c. Để 
nguội rồi cân để xác định khối lượng cắn không tan trong 
nước. Lấy khối lượng tro toàn phan trừ đi khối lượng cắn 
không tan trong nước, được khối lượng tro tan trong nước. 
Tính tv !ệ phẩn trâm tro tan trong nước so với dược liệu đã 
làm khô trong không khí.
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10.1 PHƯƠNG PHÁP CIIUẢN ĐỘ ĐO AMPE

Trong chuẩn độ đo ainpe, điềm kết thúc được xác định 
bằng cách quan sát sự biến đối của cưÒTig độ dòng điện 
đo giữa hai điện cực (một điện cực chỉ thị và một điện cực 
so sánh hoặc hai điện cực chi thị) nhúng trong dung dịch 
khào sát và duy trì một hiệu điện thế không đổi. Cường 
độ dòng điện này là một hàm số mà biến sổ là lượng dung 
dịch chuẩn độ thêm vào.
Thế cùa điện cực đo cần phải đủ đê đảm bảo dòng khuếch 
tản đối với chẩt điện hoạt.

Máy
Máy gồm có một nguồn cung cấp điện thế điều chỉnh được 
và một dồng hồ đo microampe nhạy. Hệ thống để phát hiện 
nói chung gồm một điện cực chỉ thị (ví dụ: điện cực platin, 
điện cực giọt thủy ngân, điện cực có đĩa quay hoặc điện 
cực than) ghép đôi với một điện cực so sánh như điện cực 
calomel hoặc điện cực bạc - bạc clorid.
Có thê dùng máy cỏ 3 điện cực, máy này ngoài điện cực 
chi thị và điện cực so sánh còn có điện cực bổ trợ phân cực.

A

c

A: Nguồn cung cấp 
dòng có thể không đổi 
B: Micro - ampe kế 
C: Điện thế kể 
D: Dung dịch chuẩn độ 
E: Điện cực bổ trợ 
F: Điện cực chi thị 
G: Điện cực so sánh 
H: Khuấy từ

Hình ỈO.Ỉ ~ Sơ dồ chuẩn độ đo Ampe 

Cách tiến hành
Chinh thê cùa điện cực chỉ thị theo các chi dần trong 
chuyên luận riêng. Lập đồ thị biểu diễn cường độ dòng 
ban đẩu và các giá trị cường dộ dòng khác thu được trong 
khi chuân độ, dưới dạng một hàm số với biến sổ ỉà lượng 
dung dịch chuân độ thêm vào. Khi tổng lượng dung dịch 
chuân độ thêm vào đại xấp xi 80 % thể tích lv thuyết dung 
dịch chuân độ cần dùng dể dạt điém tương dương, thêm

dung dịch chuẩn độ không ít hơn 3 lần liên tiếp đê tiến dần 
tới diểm tương dương. Các giá trị thu dược này cần phai ờ 
trên một đường thẳng. Tiếp tục thèm dung dịch chuan độ 
đến quá diểm tương đương và lại thêm không ít hơn ba lần 
liên tiếp dung dịch chuẩn độ nữa, các giá trị thu được lần 
này phải ờ trên một đường thang khác. Điểm kêt thúc cùa 
phép chuẩn độ là giao điểm của hai đường thằng nói trên. 
Trong trường hợp chuẩn độ đo ampc bằng hai điện cực chì 
thị nên ghi lại toàn bộ đường cong chuẩn độ và dùng dồ thị 
này để xác định điểm tưcmg đưong.
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10.2 PHƯƠNG PHÁP CHƯẢN ĐỘ ĐO ĐIỆN THE

Trong chuẩn độ đo điện thế, điểm kết thúc của chuẩn độ 
được xác định bẳng cách quan sát sự biên đôi hiệu sô điện 
thê đo được giữa hai điện cực (một điện cực chỉ thị và một 
điện cực so sánh hoặc hai điện cực chì thị) nhúng trong 
dung dịch khảo sát. Sự biến đổi này như là một hàm số mà 
biến sổ là lượng dung dịch chuẩn độ thêm vào. Điện thế 
thường được đo ở cường độ dòng điện bằng không hoặc 
thực tế bằng không.

Máy
Máy được sử dụng (máy đo thế đơn hoặc máy có tổ hợp 
mạch điện tử) gồm có một von kế cho phép đợc được tới
1 mV.
Tùy theo bản chất của hợp chất cần định lượng mà chọn 
điện cực chỉ thị, có thể là điện cực thủy tinh hoặc điện 
cực kim loại (như platin, vàng, bạc, thủy ngân....). Điện 
cực so sánh thường là điện cực calomel hoặc điện cực 
bạc - bạc clorid.
Trong chuân độ ađd kiềm, trừ trường hợp có những chi dẫn 
khác cùa chuyên luận riêng, người ta thường dùng điện cực 
kép thủy tinh - calomel hoặc thủy tinh - bạc - bạc clorid.

Cách tiến hành
Lập đô thị biểu diễn những biến đổi về điện thể tương ứng 
với lượng dung dịch chuẩn độ thêm vào cho đến và vượt 
điểm tương đương giả định. Điểm kết thúc cùa chuẩn độ 
tương ứng với điểm mà ờ đó có sự thay đồi đột biến về 
điện thế.

10.3 ĐỊNH LƯỢNG NƯỚC

Nêu không có chì dẫn khác trong chuyên luận riêng, áp 
dụng Phương pháp 1 và định lượng trực tiếp.

Phương pháp 1 (Định lượng nước bằng thuốc thử Karl 
Fischer)

Nguyên tắc
Phương pháp định lượng nước này dựa trên phản ứng toàn 
lượng của nước với lưu huỳnh dioxyd và iod trong dung 
môi khan chứa một chất base hữu cơ thích họp.
Dung mỏi hữu cơ thông dụng !ả methanoi khan nước, cùng 
có khi được thay bằng dung môi hữu cơ khác thích hợp đỏ
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hòa tan chế phẩm. Chất hasc hữu cơ là pyridin, nhưng hiện 
nay đă đùng những chất base lũru cơ kliác để thay thế như 
imidazol, 2-mcthylaminopyridin.

Thiết bị
Iliện nay có nhiều loại dụng cụ, nhuns nguyên tắc đcu 
phải cấu tạo sao cho thao tác thuận tiện và tránh ầm. Dụng 
cụ gồm có một cổc chuẩn độ dung tích khoáng 60 ml, có 
nắp gắn điện cực kép platin, một ổng dẫn khỉ ni trogen, 
có lồ cam với hurct và lồ cắm ổng thông hơi chửa chất 
hút âm. Chế phẩm được đưa vào bình chuẩn độ qua lỗ 
trên nắp hoặc miệng bên cạnh có nút mài. Trong quá trình 
chuẩn độ, khuấy bang máy khuấy từ hoặc bằng luồng khí 
nitrogcn khô đi qua dung dịch. Điểm kết thúc phàn ứng 
được xác định bang điện kế gắn trong mạch có biến trờ 
2000 Í2, nối với một nguồn pin 1,5 V. Lúc bất đầu kim 
điện kế chỉ đi ôm không, vì dòng điện chạy qua 2 điện cực 
platin không đáng kể. Kilt nhỏ thuốc thử Karl Fischer vào 
dung dịch, do hiện tượng khử cực nên kim điện kế lệch đi 
nhưng lập tức trở VC vị trí ban đầu, chỉ khi đen đièm kêt 
thúc thi một giọt thuốc thử thừa sẽ làm kim lệch đi và duy 
trì ít nhất 30 s.

Thuốc thử
Thuốc thừ Karl Fischer gốc gồin 4 thành phần chinh là lưu 
huỳnh dioxyd, iod, pyridin hoặc một base hữu cơ khác và 
mcthanol pha thành một dung dịch, hoặc hai dung dịch. 
Trường hợp pha thành hai dung dịch thì dung dịch A chứa 
lưu huỳnh đioxyd và pyridín pha trong mcthanol khan, 
dung địch B chứa iod pha trong methanol khan. Trước khi 
dùng 1 h, trộn đều 1 thể tích dung dịch A với 1 thẻ tích 
dung dịch B, sau đó xác định dương lượng nước của thuôc 
thử. Lượng thưốc thử thu được chi dùng trong ngày. Hiện 
nay tròn thị trường vừa có các loại thuoc thư như trên, 
vừa có loại đã thay pyridin vá nicthanol bằng chất kiểm 
hữu cơ khác và dung môi hữu cư khác. Do vậy, cần kiểm 
tra kỹ thành phần thuốc thừ vả cách sử dụng cho đủng 
mục đích. Các thuốc thừ Karl Fischer và dung môi dùng 
trong phượng pháp đều phài khan nước, bảo quàn trong lọ 
màu, tránh ánh sáng, chổng ầm và phải xác định lại đương 
lượng nước trước khi dùng.
Xác định dương lượng nước cùa thuôc thử 
Đương lượng nước của thuốc thừ Karl Fischer dễ bị thay 
đồi theo thời gian nên trước khi dùng phải xác dinh lại và 
phải đạt tối thiểu 3,5 mg nước cho 1 ml thuốc thừ. Có thổ 
xác định theo 2 cách:
a. Áp dụng xác định hàm lượng nước nhỏ hơn 1 %.
Dùng một hóa chất có hàm lượng nước két tinh xác định, 
sau khi đã sấy ờ nhiệt độ quy định đán khối lượng không 
đổi để loại hết ẩm, cho tác dụng với thuốc thử rồi tính 
ra đương lượng. Thường dùng natri tartrat dihydraỉ 
(C4 H 4 N a.2 0 6.2 H 2 o ).
Cách tiến hành:
Cho một lượng methanoỉ khan (TT) hoặc dung môi thich 
họp dùng cho thuốc thử Karl Fischer vào cốc chuắn độ 
đù ngập điện cực pỉatin rồi chuẩn độ bằng thuốc thử Karl

Fischer đốn diêm dừng. Cho nhanh khoảng từ 250 mg đến 
350 mg na trị t artrat dihỵdrat đã cân chính xác vào cốc và 
chuàn độ băng thuốc thừ Karl Fischer đến điểm kết thúc 
tính hộ sô dương lượng nước F (tính bằng mg nước/ml 
thuốc thừ) của thuốc thứ theo công thức:

F = 2 X (18,02/230,08) X (W/V)
Trong đó:
18.02 và 230,08 là khối lượng phân tử của nước và của 
natri taitrat dihydrat;
w  là khôi lượng natri tartrat dĩhydrat (tỉnh bang mg);
V là thề tích của thuốc thử Karl Fischer đà dùng (tính bàng mi),
b. Áp dụng xác định hàm lượng nước lớn hơn hoặc bàng 1 %. 
Dùng nước tinh khiết đà chưng cẩt đạt tiêu chuẩn làm chất 
chuân hòa vào methanol khan (TT) hoặc dung môi thích 
hợp loại dùng cho thuốc thử Karl Fischer rồi dùng thuốc 
thử Karl Fischer để chuấn độ.
Cách tiên hành:
Cho 25 ml methcmol khan (ĨT) vào cốc chuán độ, chuẩn 
độ bảng thuốc thử Karl Fischer đến điểm kết thúc. Thêm 
nhanh khoảng 50 mg nước tinh khiêt đã cân chính xác vào 
cốc chuẩn độ trên và chuẩn độ bang thuốc thử Karl Fischer 
đến điểm kết thúc. Tính hệ số đương lượng nước F (tính 
bẳng mg nước/ml thuốc thừ) của thuốc thừ theo công thức:

F= W/V
Trong đó:
w  là khối lượng nước (tính bàng mg);
V là thể tích thuốc thử Karl Fischer đã dùng (tính bằng ml).

Định lượng
Chuẩn bị mẫu thử: Nếu không có chi dần gì khác trong 
chuyên luận riêng, cân hoặc lấy chính xác một lượng chế 
phẩm ước lượng chứa khoảng 10 mgđến 50 mg nước đem 
định lượng. Thao tác phải nhanh và thực hiện trong phòng 
có độ ẩm thấp để tránh ẩm ở ngoài ảnh hường đên chât 
phân tích.
Phương pháp định lượng trực tiêp 
Neu khônu có chi dần gi khác trong chuyên luận riêng, cho 
khoảng 20 inl methanoỉ khan (TT) hoặc dung môi thích 
hợp dùng cho thuốc thử Karl Fischer vào cốc chuân độ, 
chuãn độ hằng thuốc thử Karl Fischer đèn diêm dừng. Cho 
nhanh một lượng chế phẩm đã chỉ dẫn trong chuyên luận 
riêng vào cốc chuẩn độ, đóng nút ngay, khuấy đều đô phản 
ứng tác dụng trong khoảng 1 min rồi tiếp tục chuân độ bang 
thuốc thử Karl Fischer den điềm dừng. Tính hàm lượng 
turne X (tính bàng mg) cùa che phẩm theo công thức:

X ~ N X F
Trong dó:
N là thể tích thuốc thừ Karl Fischer đã dùng cho làn chuẩn 
độ sau khí cho chể phảm (tính bằng ml);
F là hộ số đương lượng nước của thuốc thừ Karl Fischer 
(tinh bang mg/ml).
Phương pháp định lượng gián tièp
Dung dịch nước chuẩn: Pha loãng 2 ml nước tinh khiêt
với methanưỉ khan (777 hoặc dung môi thích hợp thành
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1000 ml. Lấy chính xác 25,0 ml dung dịch này cho vào 
cốc định lượng và chuẩn độ bằng thuôc thử Karl Fischer 
vừa mới xác định độ chuẩn. Tính hàm lượng nước w  (tính 
bằng mg/ml) cứa dung dịch nước chuẩn theo công thức:

w  = V X F/25
Trong đó:
V là thể tích thuốc thừ Karl Fischer đà dùng (ml);
F là hệ số đương lượng nước của thuốc thử Karl Fischer 
(tính bàng mg/ml).
Cách tiến hành: Neu không có chỉ dẫn gì khác trong 
chuyên luận riêng, cho một lượng methanoỉ khan (TT)> 
hoặc dung môi được chỉ dẫn trong chuyên luận riêng vảo 
cốc định lượng vừa đủ ngập điện cực, chuẩn độ bằng thuốc 
thử Karl Fischer âen điểm kết thúc. Cho nhanh một lượng 
ché phẩm đă chi dẫn trong chuyên luận riêng vào côc, 
đóng nút ngay, thêm tiếp một lượng chính xác thuốc thừ 
Karl Fischer vào cốc sao cho thừa khoảng 1 ml, hoặc theo 
một thể tích đã chỉ dẫn trong chuyên luận riêng. Đóng nút 
để yên 1 min, tránh ánh sáng, thinh thoảng khuấy. Chuẩn 
độ phần thuốc thừ Karl Fischer thừa bàng dung dịch nước 
chuẩn vừa mới pha ờ trên. Tính hàm lượng nước A (tính 
bằng mg) có trong chế phẩm theo công thức:

A = F X V, -  w  X v 2
Trong đó:
F là đương lượng nước của thuốc thử Karl Fischer (tinh 
bằng mg/ml);
V) ỉàthể tích thuổc thử Karl Fischer đã thêm vào (ml); 
v 2 là thể tích dung dịch nước chuẩn đã dùng (ml); 
w  là hàm lượng nước của dung dịch nước chuẩn ờ trên 
(tính bằng mg/ml).
Chủ ỷ:
Cân phải kicm tra xem chất thử có tương kỵ với thuốc thử 
Karl Fischer khôn2 trước khi áp đụng phương pháp này. 
Những chất có khả năng phản ứng với một hay nhiều thành 
phần của thuôc thừ như acid ascorbic, các mereaptan, các 
sulíìđ, các muối hydrocarbonat và carbonat kiềm, các 
oxyd và hydrat của oxyd kim loại... không áp dụng dược 
phương pháp này. Đối với các aldehvd và ceton, hiện nay 
đã có loại thuốc thử dành riêng đc định lượng nước trong 
các chất nàv.
Những dung môi hữu cơ sau đây có thế dùng thay thế 
methanol trong thuốc thử Karl Fischer khi chất thử 
không tan trong methanol: Cloroform, methyl celosolve, 
diethylen glyco! monoethyl ethcr. Trước khi sử dụng phải 
làm khan băng y.eolit đạt tiêu chuẩn cho định lượng nước. 
Những chât base hữu cơ sau đây có thề thay pỵridin trong 
thuôc thừ Karl Fischer: Imidazol, 2-methvl-aminopyridin. 
Phải kiêm tra hàm lượng nước trước khi dùng.

Phưong pháp 2 (Phưong pháp chuẩn độ đo điện tích)

N gu yên  tắc
Phương pháp chuẩn độ đo diện tích có nguyên tác tương 
tự phương pháp 1 tức là dựa trên phân ứng toàn lượng của 
nước với lưu huỳnh dioxyd và iod trong dung môi khan
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chứa một chất base hữu cơ thích hợp. Tuy nhiên, khác với 
phương pháp t, iod được tạo ra bàng cách oxy hóa ion 
iodiđ tại buồng phản ứng điện hóa. ỉod tạo thành ở anod 
phản ứng ngay với nước và lưu huỳnh dioxyd có trong 
buồng phàn ứng. Hàm lượng nước trong chể phẩm tỷ lệ 
thuận với lượng điện tích tăng thêm cho đến khi kết thúc 
chuẩn độ. Điểm kết thúc đạt được khi toàn bộ nước phản 
ứng hết và iod dư xuất hiện. I moi iod tương ứng với 1 mol 
nước, 10,71°c điện tích tương ứng với 1 mg nước.
Độ ẩm bị loại khỏi hệ thống bàng quy trình trước điện phân. 
Các lần định lượng có thể thực hiện nối tiểp nhau trong 
củng một dung dịch thuốc thử, trong các điều kiện sau:
- Mồi thành phần của hỗn hợp thử không tương kỵ lẫn nhau,
- Không có phản ứng nào khác xảy ra,
- Thuốc thử điện phân phải đủ về thể tích và có đù khả 
năng trung hòa nước.
Phương pháp chuẩn độ đo điện tích chỉ áp dụng được với 
những mầu có hàm lượng nước nhò, khoảng từ 10 pg đến 
10 mg nước là phù hợp.
Độ đúng và độ chính xác của phương pháp chủ yếu phụ 
thuộc vào mức độ loại bỏ dược độ ẩm cùa môi trường ra 
khỏi hệ thống. Việc kiểm soát hệ thống phải được theo dõi 
bằng cách đo độ trôi của đường nền.

Thiết bị
Thiết bị bao gồm một buồng phàn ứng, điện cực và khuấy 
từ. Buồng phản ứng có một ngăn anod rộng và một ngăn 
cathod nhỏ hơn. Có thê có vách ngăn phân cách hai ngăn 
điện cực tùy theo thiết kế. Mỗi ngăn có một điện cực 
platin, Chất lỏng hoặc mẫu thử đã hòa tan được đưa vảo 
buồng phản ứng bàng một xi lanh qua nắp septum. Có thê 
áp dụng kỳ thuật bay hơi trong đó mẫu thử đưọc làm nóng 
lên trong một ống đựng mẫu (buồng sấv) vả hơi nước từ 
mẫu được đưa đến buồng phản ứng nhờ một dòng khí trơ 
khô. Phải tránh việc đưa mẫu ran vào buông phản ứng. 
Tuy nhiên, nếu không có cách nào khác thì việc đưa mẫu 
rắn vào phải qua một cổng nạp mẫu kín, phải áp dụng các 
biện pháp thích hợp đê tránh đưa thêm độ âm của môi 
trường vào, ví dụ phải làm việc trong hộp cỏ lồng găng 
tay và trong môi tường khi trơ khô. Quy trình thừ nghiệm 
được theo dõi bang inột thiết bị điện tử phừ hợp, có hiển 
thị kết quả.

Cách tiên hành
Dô đầy các ngăn của buông phản ứng băng thuóc thứ điện 
phân dùng trong vì định lượng nước theo hướng dẫn của 
nhà sản xuất và tiến hành chuẩn độ đen đicm kêt thúc ỏn 
định. Đua lượng mẫu theo chi dẫn vảo buông phàn ứng và 
khuấy 30 s. nếu không có chỉ dẫn khác trong chuyên luận 
riêng, chuẩn độ đến khi đạt được đicm kết thúc ôn định. 
Trường hợp phải dùng kỹ thuật bay hơi, đưa lượng mẫu 
như chỉ dẫn vào buồng sẩy và làm nóng. Sau khi hơi nước 
bay hét sang buồng phản úng, quá trinh chuẩn độ bắt đẩu. 
Dọc kết quả trên máy và tính phần trăm nước có trong chế 
phẩm, nếu cần. Thực hiện mẫu trắng n'iy theo loại mẫu 
hoặc cách chuẩn bị mầu.
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Kiếm tra độ đủng
Giữa hai lần chuẩn, độ, đưa một lưọng nước được cân chính 
xác tương đương với lượng nước trong một lần chuẩn độ 
mẫu thử, có thố dùng nước hoặc dung dịch chuân dùng 
cho vi định lượng tmớc, tiến hành chuẩn độ. Tỷ lệ tìm. thấy 
phải từ 97,5 % đến 102,5 % trong trường hợp lượng nước 
thêm vảo khoáng 1000 ge; từ 90,0 % đến 110,0 % trong 
trưởng hợp lượng nước thêm vào khoảng 100 pg.

10.4 PHƯƠNG PHÁP CHUẨN Đ ộ BẰNG NITRIT

Chuẩn độ bằng nitrit íà phương pháp định lượng thế tích, 
trong đó đung dịch chuẩn độ là dung dịch natri nitrit. 
Phương pháp này được dùng chủ yếu để định lượng các 
chế phẩm có chứa nhóm atnin thơm bậc nhất hoặc những 
chế phẩm khác mà qua biến đổi hóa học chuyển được 
thành họp chất có nhóm arnin thơm bậc nhất.

Cách tiến hành
Cân chính xác một lượng chế phẩm tương ứng với khoảng 
0,002 phân tử gam hoạt chất (hoặc theo chỉ dẫn ttong 
chuyên luận riêng) hòa tan trong 20 ml acid hydrocỉoric 
(77), và 50 mỉ nước. Cho thêm 2 g kaỉi bromid (77), làm 
lạnh trong nước đả rồi chuẩn độ bẳng dung dịch natri nitrit 
0, ỉ M  (CĐ) (phải để đầu nhỏ dung dịch chuẩn độ của buret 
ngập dưới mặt dung dịch cần chuẩn độ). Trong quá trình 
chuẩn độ phải lấc bình liên tục, nhẹ nhàng sao cho không 
tạo ra dòng xoáy không khí trong dung dịch (tốt nhất là 
dùng máy khuấy từ). Nhỏ dung dịch chuấn độ với tốc độ 
lúc đầu chừng 2 ml trong một phút, đén trước điểm tương 
đương khoảng 1 ml thi nhỏ từng 0,1 mỉ một và để yên ít 
nhất 1 min sau mỗi lần thêm dung dịch.
Điểm kết thúc được xác định bằng phương pháp đo điện 
(theo hướng dẫn trong các Phụ lục 10.1, Phương pháp 
chuẩn độ đo arnpe hoặc Phụ lục 10.2, Phương pháp chuẩn 
độ đo điện thé) hoặc bằng chỉ thị màu thích họp.

10.5 PHƯƠNG PHÁP CHUẨN Đ ộ COMPLEXON 

Nhôm (Al)
Lẩv một lượng dung dịch như chỉ đẫn trong chuyên luận 
riêng cho vào một bình nón 500 ml. Thêm 25 ml dưng dịch 
Trilon B 0,1 M (CĐ) và 10 ml hỗn họp đồng thể tích cùa 
dung dịch amoni acetat 2 M  và acid acetic loăng (TT). 
Đun sôi dung dịch 2 min, để nguội, thêm 50 ml ethanoỉ 
(77) và 3 ml dung dịch dithizon 0,025 % (kỉ/tt) mới pha 
trong ethanol (77) rồi chuân độ dung dịch Triỉon B 0,Ị M 
thừa bàng dung dịch kẽm Sulfat 0,1 M (CD) đen khi màu 
của dung dịch chuyển cừ xanh sang tỉm đò.
1 ml dung dịch Triỉon B 0,1 M  (CĐ) tương đưoug với 
2,698 mg Al.

Bismuth (Bi)
Neu không có chỉ dẫn gì khác, pha loãng chế phẩm 
với nước thành 250 ml. Vừa lắc vừa thêm từng giọt

amonỉac 13,5 M  (77) cho dển khi tủa bắt đẩu xuất hiện. 
Thêm 0,5 ml acidnìtric (TT) và đun nóng đến 70 °c, duy 
trì nhiệt độ nảy cho đến khi dung dịch trong suốt. Thêm 
khoảng 50 mg hôn hcrp da cam xyỉenoỉ (77) rồi chuẩn độ 
bằng dung dịch Trỉlon B 0, ỉ M (CĐ) đến khi màu của dung 
dịch chuyên từ tím hồng sang vàng.
1 ml dung dịch Tri lon B 0,1 M (CĐ) tương đương với 
20,90 mg Bi.

Calci (Ca)
Lấy một lượng dung dịch chế phẩm như chỉ dẫn trong 
chuyên luận cho vào một bình nón 500 ml rồi pha loãng với 
nước thành 300 ml, Thêm 6 m! dung dịch natri hydroxyd 
10 M  (77) và khoảng 200 mg hỗn h(fp caỉcon (77) rồi 
chuẩn độ bằng dung dịch Trì lon B 0,1 M (CĐ) đến khi màu 
cùa dung dịch chuyển tử tím sang xanh hoàn toàn.
1 ml dung dịch Triỉon B 0,1 M  (CĐ) lưcmg dương với 
4,008 mg Ca.

Chì (Pb)
Lẩy một lượng dung dịch chế phẩm như chỉ dẫn trong 
chuvên luận cho vào một binh 500 ml rồi pha loăng với 
nước thành 200 ml. Thêm khoảng 50 mg hon hợp da cam 
xyỉenoỉ (77) và một lượng hexamin (77) vừa đủ để thu 
được dung dịch cỏ màu hồng tím rồi chuẩn độ bằng dung 
dịch Trilon B 0,1 M (CĐ) đến khi dung dịch chuyển sang 
màu vàng.
1 ml dung dịch Tri lon B 0,1 M  (CĐ) tương đương với 
20,72 mg Pb.

Magnesi (Mg)
Cho vào một bình nón 500 ml một lượng dung dịch chê 
phẩm như chỉ dần trong chuycn luận và pha loảng với 
nước thảnh 300 ml hoặc hòa tan một lượng chế phẩm như 
chỉ dẫn trong chuyên luận trong 5 mỉ đến 10 mỉ nước hoặc 
trong một lượng nhỏ dung dịch acid hydrocỉoric 2 M  (77) 
rồi pha loãng với nước thành 50 ml. Thêm 10 ml dung dịch 
đệm amonỉac pH 10,0 (77) và khoảng 50 mg hôn ỉựrp den 
eriocrom T (77) vào dung dịch cuối cùng. Đun nóng dung 
dịch đến 40 °c và chuẩn độ ở nhiệt độ đó bằng dung dịch 
Trilon B 0,1 M (CĐ) đến khi màu của dung dịch chuyển từ 
tím sang xanh lam hoàn toàn.
1 ml dung dịch Triỉon B 0,1 M  (CĐ) tưcmg đưong với 
2,431 ing Mg.

Kẽm (Zn)
Cho vào một bình nón 500 ml một lượng dung dịch như 
đã chì dẫn trong chuyên luận rồi pha loãng với nước thành 
200 ml. Thêm khoảng 50 mg hỗn hợp da cam xylenoỉ 
(77) vả một lượne hexamìn (77) vừa đủ để làm dung dịch 
chuyổn sang màu hồng tím. Thcm 2 g hexanùn (TT) nữa 
rồi chuẩn độ bằng dung dịch Triỉon B 0,1 M (C.Đ) đến khi 
màu cùa dung dịch chuyển sang vàng.
1 ml dung dịch Tri lon B 0,1 M  (CĐ) tương đương với 
6,54 me Zn.
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10.6 PHƯƠNG PHÁP CHUẢN Đ ộ TRONG MÔI 
TRƯỜNG KHAN

Chuẩn độ trong môi trường khan lả phương pháp chuẩn độ 
aciđ và base yếu hoặc những muối của chúng trong môi 
trường không phải là nước.

Phương pháp 1
(Áp dụng cho base và muôi của chúng)
Hòa tan một lượng chế phẩm như chỉ dẫn trong chuyên 
luận riêng trong một thô tích thích hợp acid acetic khan 
(77) đã được trung tính hóa trước với chỉ thị quy định 
trong chuyên luận riêng, nếu cần thiết có thô làm ẩm hay 
làm lạnh, hoặc chuẩn bị một dung dịch như chi dẫn trong 
chuyên luận riêng.
Khi chế pbâm là muôi cùa acid hydrocloric hoặc acid 
hydrobromic thì thêm 15 ml dung dịch thủy ngân ịlỉ) 
acetaỉ 5 % (77) trước khi trung tính dung môi, trừ khi có 
những chì dẫn khác trong chuyên luận riêng.
Chuẩn độ bằng dung dịch acid pcrcỉoric 0,ỉ N (CĐ) đến 
khi có sự chuyên màu của chi thị, điều này tương ứng với 
giá trị tuyệt đối cao nhất của dL/dV trong chuẩn độ đo thế 
của chế phẩm thừ, ở đây E là the điện động vả V là thổ tích 
dung dịch chuẩn độ (Phụ lục 10.2).
Việc trung tính hóa dung dịch thủy ngân (II) acetat và 
chuân hóa dung dịch chuân độ cũng phải dùng cùng một 
chi thị được quy định trong chuyên luận riêng cho chuẩn 
độ chế phẩm.
Khi nhiệt độ t2 của dung dịch chuẩn độ ở thời điếm định 
lượng khác với nhiệt độ t) của dung dịch chuẩn độ lúc 
được chuân hóa thì tính kết quà định lượng căn cứ vào thể 
tích dung dịch chuẩn độ hiệu chinh.

V(h) = V(c) X [1 + 0,0011 x(t, - t 2)]
Trong đó:
V(h) là thổ tích dung dịch chuẩn độ hiệu chỉnh;
V(c) là thê tích dung dịch chuẩn dộ dã dùng.
Tiên hành chuẩn độ mẫu trấng khi cần thiết.

Phưong pháp 2
(Ap dụng cho acid yêu)
Dung dịch chuẩn độ, dung môi và chỉ thị được chi dần 
trong chuyên luận riêng.
Bảo vệ dung dịch thừ và dung dịch chuẩn độ khỏi sự thâm 
nhập của carbon dioxyd và độ ẩm của không khí trong suốt 
quá trình chuẩn độ.
Hòa tan chế phẩm trong một thổ tích thích hợp dung mỏi 
đã trung tính hóa trước với chỉ thị quy định, nếu cần có thể 
lảm âm hay lạnh, hoặc chuân bị một dung dịch chế phâm 
như đã chi dần trong chuyên luận riêng.
Chuân độ cho đcn khi có sự chuyên màu của chi thị, điều 
này tương ứng với giá trị tuyệt đối cao nhất cùa dL/dV 
trong chuân độ đo thè của chế phẩm, ở đây E là thể diện 
động và V là thổ tích dung dịch chuẩn độ (Phụ lục 10.2). 
Dung dịch chuán độ được chuân hóa bằng cách sử dụng 
dung mõi và chi thị giông như đã sử đụng cho chuẩn độ 
chế phẩm.
Tièn hãnh chuẩn độ mầu trảng khi cần thiết.
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10.7 ĐỊNH LƯỢiNG CÁC KHÁNG SÍNH HỌ 
PENICTLIN BANG PHƯƠNG PHÁP DO Iơi>

Phương pháp sau đây được áp dụng để định lượng phần lớn 
thuốc kháng sinh họ penicillin trong Dược điên và nhừng 
dạng bào chế của chúng mà phép chuẩn độ do iod là đặc biệt 
thích hợp. Tiến hành thí nghiệm ờ nhiệt độ 25 °c ± 2 °c.

Dung dịch chuẩn
Càn chinh xác một lượng thích hợp chât chuân quy định 
trong từng chuyên luận, hòa tan vào dung môi đã được 
ghi trong Bàng 10.7 vả pha loãng với cùng dung môi đó 
để được một dung dịch cỏ nồng độ ờ khoáng nồng dộ quy 
định trong Bàng 10.7.

Dung dịch thử
Nếu không có chi định gi khác trong chuyên luận riêng, 
cân chính xác một lượng mầu thử thích hợp hòa lan trong 
dung môi ghi trong Bàng 10.7 và pha loãng với dung môi 
đó đẻ được một dung dịch có nông độ ờ vào khoáng nòng 
độ ghi trong Bảng 10.7.

Phưoìig pháp tiến hành
Làm mất hoạt tỉnh và chuân độ: Hút riêng rẽ 2,0 rnl dung 
dịch chuẩn và 2,0 ml dung dịch thử vào 2 bình nón nút 
mài dung tích 125 ml tương ứng. Thêm vào mỗi binh 
2,0 ml dung dịch natrỉ hvdroxyd ỉ M  (77), lắc đều và để 
yên 15 min. Tiêp tục cho vào mỗi bình 2,4 ml dung dịch 
acid hydrocỉoric ỉ M  (77), thêm 10,0 ml dung dịch iod 
0,0 Ị N (CĐ), đậy ngay nút bình và để yên 15 min. Chuẩn 
độ băng dung dịch naíri thìosuựat 0,0Ị N (CD) đèn gân 
điểm kết thúc, thèm 1 giọt dung dịch hô tinh bột (77) và 
tiếp tục chuẩn độ đến khi mất màu xanh.
Mau trắng: Hút 2,0 ml dung dịch chuẩn cho vào một bình 
nón nút mải, thêm 10,0 ml dung dịch ìod 0.0ỉ N (CĐ). 
Nêu dung dịch chuẩn là amoxicilin hay ampìeilin thì thêm 
ngay lập tức 0,12 ml dung dịch acid hydrocỉorỉc ỉ M  (77). 
Chuân độ ngay bằng dung dịch natri thìosul/at 0,01N ÍCĐ) 
đcn gân điểm kết thúc, thêm 1 giọt dung dịch hồ tinh bột 
(77) và tiêp tục chuân độ đến khi mất màu xanh. Cũng làm 
như vậy đôi với binh có chứa 2,0 mí dung dịch thừ.
Tính toán: Tính đương lượng F [sô microgatn (hav đơn 
vị) kháng sinh chuân tương úng với ] ml dung dịch nơỉri 
thỉosuìfat 0,0ỉ  N (CĐ)} bàng công thức:

2 X c  X p
" Ỉ Ỉ - Ị

Trong đó:
c  ỉà nồng độ chất chuẩn tính bàng mg trong 1 ml cua dung 
dịch chuẩn;
p là hoạt lực tính bàng mierogam (hav đom vị ) trong l ma 
của chất chuẩn;
B là the tích tính bàng ml của dung dịch natrì ỉhiosuì/at 
0,0ì N (CD) tiêu thụ trong mẫu trang cùa dung dịch chuâa;
I là thê tích tính băng ml của dung dịch natri thiosuịỉat 
0,01 ,'V (CĐ) tiêu thụ trong phép thử làm mát hoạt tính và 
chuẩn độ cùa dung dịch chuẩn;

PHỤ LỤC 10
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Bàng JO. 7 - Những dung môi và nồm: độ cuối củng cùa 
dung dịch kháng sinh

PHỤ LỤC ỈO

Chất kháng sinh Dung môi Nồng dộ 
cuối cùng

Ainoxicilin Nước 1,0 mg/ml
Ampicilin Nước 1,25 mg/ml
Ampicilin natri Đệm phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Cloxacilin natri Nước 1,25 mg/ml

' Dicloxacilin natri Đệm phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Methicilin natri Đệm phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Oxacilin natri Đệm phosphat pH 6,0 1,25 mg/ml
Penicilin G kali Dệm phosphat pH 6,0 2000 đơn vị/ml
Penicilin G natri Đệm phosphat pH 6,0 2000 don vị/ml
Penicilin V kali Dệm phosphat pH 6,0 Ị 2000 đơn vị/ml

10.8 ĐỊNH LƯỢNG CÁC STEROID BẢNG 
TETRAZOLI UM

Phirơne pháp này được áp dụng để định lượng các Steroid 
chứa các nhóm chức có tính khử.
Các sản phẩm của phàn ửng màu này có khuynh hướng 
hấp phụ lèn bề mặt cùa thủy tinh. Để tránh sự sai lệch kết 
quả, nên xử lý các bình phàn ứng thủy tinh bằng cách để 
chúng chứa chính các sản phẩm của phán ứng màu này 
trước khi dùng. Ncn giữ các bình thủy tinh đã được xử lý 
để dùng riêng cho phép định lượng này và chi rửa bình 
bang nước giừa các làn định lượng. Phương pháp nảy được 
tiến hành trong điều kiện tránh ánh sáng.

Dung dịch thử
Trừ khi có chi dần cụ thể trong chuyên luận ricng, hòa tan 
một lượng chế phẩm trong eỉhanol không có aldehvd (TT) 
để thu (tược một dung dịch thừ có nồng độ từ 30 pg/ml đến 
35 ịig/ml.

Dung dịch chuẩn
Chuấn bị một dung dịch chất chuẩn tương ứng trong 
ethanol không có aỉdehvd (TT) có nồng độ tương đương 
với nồng độ cua dung dịch thứ.

Tiến hành
Lấy chính xác 10 ml mỗi dung dịch thư và dung dịch 
chuân cho vào hai bình định mức 25 ml riêng biệt và cbo 
10 ml ethanol khủng có aldehỵd (TT) vào một bình định 
mức 25 ml thử ba. Lần lượt thêm vào các bình 2 ml dung 
dịch triphanyitetrazoVmm cỉorid (TT), 2 ml dung dịch 
tctramethyỉamonỉ hydroxyd loãng (Tĩ). Dậy bình, trộn 
đêu bằng cách lắc xoay tròn nhẹ nhàng và ngâm các bình 
phản ứng này trong cách thủy ở 30 °c trong 1 h, trừ khi có 
quv định cụ thế trong chuyên luận ricng. Làm lạnh nhanh, 
them ethanol không có aldehvd (TT) đen dính mức 25 ml. 
Lãc dêu va do ngay (tộ hấp thụ ánh sáng của các dung dịch 
thu được trong hai bình đầu (theo thứ tự khi cho thuốc thử)

ờ cực đại 485 nm (Phụ lục 4.1), trong cốc đo cỏ nắp đậy, 
lây dung dịch thu dược trong bình thứ ba làm mẫu trắng.

10.9 ĐỊNH LƯỢNG NITROGEN TRONG HỌP 
CHẤT HỮU CO

Nitrogen trong hợp chất hữu cơ được định lượng dưới 
dạng amoniac trong amoni Sulfat thu được khi vô cơ hóa 
các hợp chất hữu cơ có chứa nitrogen với acid sulfuric.
Áp dụng phương phảp I nếu không có chi dần khác.

Phương pháp I

Dụng cụ
Bộ dụng cụ định lượng nitrogen có thể được chế tạo 
nguvén bộ chuycn dùng cất amoniac hoặc được lap ghép 
tử các dụng cụ thủy tinh cần thiết với nhau sao cho đảm 
bảo đu các bộ phận và yêu cầu như Hình 10.9. Các phần 
băng cao su của thiết bị nên được xử lý bang cách đun sôi 
10 min đen 30 min trong dung dịch natri hydroxyd ỉ M 
(TT), tiốp theo 30 min đến 60 min trong nước, cuối cùng 
rửa lại bàng nước trước khi dùng.

Hình 10.9 - Dụng cụ định lượng nitrogen 
(Dơn vị đo tỉnh hàng mỉỉimèt)

A. Bình Kjeidahl dể vô CƯ hóa mầu thử và thực hiện phản ứng.
B. Bình cầu đổ cung cấp hơi nước,
c. Khoá an toàn.
D. Phễu cấp nước vào binh B.
E. Ỏng dẫn hơi nước từ bình B sang bình phàn ứng A.
F. Phều cap dung dịch kiềm vào bình phản ứng A.
G. Ống nối bang cao su có kẹp khóa.
H. Lồ nhò có đường kính bàng đường kính ống cấp hơi.
J. Óng sinh hàn.
K. Bình hứng dịch cất được.

PL-210
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Cách tiến hành
Neu chuyên íuận riêng không có chi dẫn gì đặc biệt thì tiên 
hành như sau:
a. Vồ cơ hóa
Lấy chính xác một lượng mẫu thừ có chửa khoảng 5 mg 
nitrogen cho vào bình Kjeldahl A, thêm 1 g hôn hợp kali 
su Ifa í (TT) hoặc na tri sulfa! khan (77) và đông suỉ/at (77) 
(tỷ lệ 10 : 1) đã dược tản nhỏ, 7 ml acid sulfuric dậm dặc 
(TT) và vài viên bi thúy tinh. Đậy bình bang một phều có 
cuống dài. Đặt bình nghiêng 45° trên ngọn lừa nhò đê hôn 
hợp nóng lên từ từ rồi tăng dần nhiệt độ tới khi sôi và tiếp 
tục đun tới khi chất lóng trong binh có màu lục tươi và 
không còn nhùng đốm đen của chất hóa than trẽn thành 
bình. Neu chất lỏng trong hình chưa chuyên sang màu 
lục tươi, có thê thêm 1 ml đốn 2 ml dung dịch hydrogen 
peroxyd ỉ 00 tt (77) khi dã dê nguội và đun tiếp đèn khi thu 
được màu này. Đun thèm 30 min nữa, đe nguội.
b. Chuẩn hị cất
Thèm 20 ml nước cat vào binh Kjeldahl đã vô cơ hóa, để 
nguội trờ lại rồi lắp bình này vào bộ dụng cụ cất đã được 
làm sạch trước bang cách cho hơi nước chạy qua. Neu bộ 
dụng cụ cat amoniac có bình phân ứng A gắn liền thì dùng 
20 ml nước cẩt để chuyên hỗn hợp từ bình Kjeldahl vào 
bình phản ímg.
Cho nước cất vào khoảng 2/3 binh cấp hơi nước B, thêm 
vài giọt acid sulfuric ( 77) de acid hóa chổng sự thâm nhập 
của amoniac từ không khi.
Lấy chính xác 30,0 ml dung dịch acid sulfuric 0,02 /V (CD) 
và 2 giọt dung dịch hon hợp dò methyl (77) cho vào bình 
hứng K.
Lăp nôi các bộ phận với nhau như hình vẽ sao cho tạo 
thành một hệ thông kín, đau cuối cùa ông sinh hàn thu dịch 
cất dược phái ngập sâu trong dung dịch của bình hửng K. 
c\ Tiên hành cát
Khi việc chuân bị cất đã hoàn tất, cho nước lạnh chảy qua 
ông sinh hàn và bắt đàu đun nước trong binh B. Khi nước 
sõi thì cho vào bình phản ứng A qua phễu F tìmg ít một 
30 ml dung dịch natri hydroxvd 40 % (77) bàng cách sau: 
đô hết lượng kiềm này vào phều F và dùng kẹp G điều 
chinh cho dung dịch kiềm chày xuống từ từ, khi xong khóa 
chặt kẹp lại. Tiếp tục cất đốn khi hứng được khoáng 100 
ml dịch cất. Hạ thấp bình hửng và rửa đầu sinh hàn với 
một ít nước cat.
d. Chuẩn độ
Chuân độ acid sulfuric thừa trong binh hứng dịch cất bằng 
dung dịch natri hvdroxyd 0,02 jV (CD) tới khi chuyến sang 
màu vàng, ghi sổ ml du MỊ dịch natri hydroxyd 0,02 /V (CD) 
đã dùng (a ml).
Tièn hành song song một mẫu trảng theo trinh tự trên. Ghi 
sô ml dung dịch nơĩri hydroxyd 0.02 N (CD) đă dùng (b ml). 
Tính kct quá: Lượng nitrogen trong mẫu thử (X) lính bàng 
gam theo còng thức:

X - (b - a) X  0,00028

Trường họp mẫu thừ có lần nitrat và nitrỉt:
Tiên hành tương tự như trên nhưng giai đoạn vô cơ hỏa càn 
tiến hành loại trừ ánh hường cua nitrat và nitrit như sau: 
Sau khi cho mẫu thừ vào bình Kjeldahl A, thêm 10 ml acid 
suựuric (Tỉ) đã hòa tan 0,4 g and  saỉicylic (77), lắc đều 
và đê yên 30 min (thỉnh thoáng lắc đều). Thêm 2 g nairi 
thiosuỉfat (77). lắc đều, thêm 200 mg bột đồngsulfat khan 
(77) rồi tiến hành vô cơ hóa như trên bắt đầu từ "Đặt bình 
nghiêng 45°... "

Phương pháp II
Định lượng protein trong các chế phâm máu
Đối với các chế phẩm máu khô, chuẩn bị dung dịch chê
phẩm như chỉ dẫn trong chuyên luận riêng.
Lấy một thể tích chế phẩm tương ứng với 0,1 g protcin, 
pha loãng thành 20 ml băng dung dịch natri cỉorid 0,9 % 
(77). Lấy 2 ml dung dịch thu được chuvển vào ống nghiệm 
dung tích 75 ml, thêm 2 ml dung dịch chứa 75 % acid 
suựiric không có nỉtrogen (77), 4,5 % kali suỉịdt (77) và 
0,5 % dồng Sĩiỉfat (77), trộn đêu và đậy ông nghiệm rnộl 
cách lỏng lèo. Đun nóng từ từ dến sôi và tiếp tục đun sôi 
mạnh trong khoảng 1,5 h và dể nguội. Nếu dung dịch thu 
được không trong thì thèm 0,25 ml dung dịch dung dịch 
hvdrogen peroxyd 20 tt (77) và đun tiếp đến khi thu được 
dung dịch trong và để nguội. Trong quá trình đun, chủ ý 
không đe phân trên cùa ống nghiệm bị nóng quá.
Chuyến dung dịch thu được vào bộ dụng cụ cất, dùng nước 
tráng rửa 3 lần, mỗi lần 3 ml. Thêm vào bình cất 10 ml 
dung dịch natri hydroxyd 10 M (77) và cất nhanh trong 
vòng 4 min. Húng dịch cất vào trong hỗn hợp 5 mỉ dung 
dịch acid horic. hão hòa (77) và 5 m! mcớc, giữ đầu cuối 
cùa ong sinh hàn ngập trong dịch hứng. Hạ thấp bình hứng 
đô đâu ông sinh hàn không còn ngập trong dịch hứng và 
tiếp tục cất thêm 1 min nữa. Chuẩn độ băng dung dịch 
acid hydrocỉoric 0,02 N (CD) dùng dung dịch hỗn hợp đỏ 
mẹthyỉ (77) làm chi thị (ỴI).
Lay một thể tích chế phẩm tưimg ứng với 0,1 g protein, 
thêm 12 mi dung dịch na tri cỉorìd 0.9 % (77), thêm 2 ml 
dung dịch natri moìybdat 7,5 % và 2 ml hồn hợp acid 
sulýỉhc không có nitrogen - nước (1 : 30). Lắc đểu, đê yên 
15 min và thêm nước vừa dủ 20 mi. Lắc và Iv tâm. Lẩy 
2 ml dịch ly tâm ờ trên chuyên vào ông nghiệm dung tích 
75 ml và tiếp tục tiến hành như trên, băt đâu từ: “thêm 
2 ml dung dịch chứa 75 % acậidsulfỉric không có nitrogen...” 
(V2). Tính hàm lượng protein trong chế phâm (X mg(ml) áp 
dụng công thức sau (cần tính đèn hệ số pha loãng ban dầu);

X -  6,25 X 0.280(V| - v 3)

10.10 DỊNH LƯỢNG VITAMIN A

Hoạt lực cùa vitamin A được tính theo đơn vị quốc tá 
(kv hiệu ỈU). 1 IU vitamin A tưưng đương với 0,300 pg 
retinol; 0,344 pg retinyl aceuit; 0.359 pe retinyl propionat 
hoặc 0,550 pg retinyl paĩmitat.
Tiến hành định lượng nhanh nhất có thê trong điêu kiện 
tránh ánh sáng, không khí và các chất oxy hóa, cãe chát
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xúc tác sự oxy hóa (như đông, sãt), acid và tránh đun nóng 
(với vitamin Acó nguồn gôc tự nhiên), tránh đun nóng kéo 
dài với retinol tồng hợp đậm đặc dạnạ bột và dạng dầu. Sừ 
dụng các dung dịch mới pha.
Tùy theo đặc đièm của vitamin A trong các thuốc và 
nguyên liệu làm thuốc mà áp dụng 1 trong 5 phương pháp 
dưới dây đê định lượng.

Phương pháp 1
(Phương pháp đo quang trực tiếp)

Có thê áp dụng đối với nguyên liệu là các ester cùa retino! 
đậm đặc dạng dầu với hàm lượng lớn (> 5000 lU/g).
Cân chính xác đèn 0,1 % (so với lượng cân) khoảng từ 
25 mg den 100 mg che phẩm và đem hòa tan trong 5 ml 
pentan (Tỉ), pha loãng băng 2-propano! (Tỉ)) đẽ được 
dung dịch chứa chinh xác khoảng 10 IU den 15 IU vitamin 
A trong 1 ml.
Xác định độ hấp thụ cực dại của dung dịch do. nếu cực dại 
hấp thụ nằm trong khoảng bước sóng từ 325 nm đến 327 nm 
thì đo độ hấp thự cua dung dịch tại các bước sóng 300 tun, 
326 rim, 350 nrn và 370 nm trong côc đo dày 1 cm, dùng 
2-propcmoỉ (TTị) làm mầu trang, đo 2 lân lấy giá trị trung 
bình làm kết quà do. Tính tỷ lệ độ hấp thụ tại mồi bước sóng 
so với độ hấp thụ tại bước sóng 326 nm (A)/A326).
Nếu tỷ lệ Ax/Ar6 không lớn hơn các giá trị ghi dưới đây: 
0,60 ơ X -300nm  
0,54 ở X = 350 nin 
0,14 ờ x= 370nm
thi tính kết quà hàm lượng vitamin A trong mẫu thử (ÍƯ/g) 
theo công thức:

A126 x Vx 1900 
100 X m

Trong đó:
A320 là độ hấp thụ tại bước sóng 326 nm. 
m là lượng chế phẩm đcm thử (g).
V là lượng thể tích dung dịch thu được sau khi pha loáng 
đến nồng độ 10 IU/ml đến 15 IƯ/ml đe đem đo (ml).
1900 là hệ số chuyển đôi độ hâp thụ riêng cùa ester retinol
thành iu/g.
Neu cực đại hấp thụ nam ngoài dải sóng tù' 325 nm đốn 
327 nm hoặc có một giá trị A;/À326 lớn hơn giá trị qui định 
thi két quá không có giá trị, tiến hành định lượng theo 
phương pháp 4.

Phương pháp 2
(Ph trưng pháp đo quang sau kh ỉ chiết tách vừa m in A)

Có thể áp dụng cho các nguyên liệu vitamin A có nguồn 
gốc tự nhiên và da số các dạng thuốc chửa vitamin A: 
Thuôc nang, viên nén, thuốc bột, thuốc mờ, dầu gan cá... 
Lấy một lượng chế phẩm chứa khoảng 50 000 IU vitamin 
A vào bình nút mài, thêm 3 ml dung dịch kaỉì hvciroxyd 
(TT) 50 % mới pha, 30 ml ethcinol (TT), đun sôi 30 min 
trên cách thủy có lăp ong sinh hàn hồi lưu, dưới dòng khí 
nitrogen không cỏ oxygen. Làm nguội nhanh rỏi dùng 
30 ml mrức câỉ chuyên hêi hồn hợp sang bình oạn. Chiei

DƯỢC ĐI ÉN VIHT NAM V

4 lần mồi làn với 50 ml ether (TT) và bò lóp dưới khi tách 
lóp hoàn toàn. Tập trung dịch chiết lại rồi rửa dịch chiết 
4 lần, mỗi lẩn 50 ml nước cất, (chú ý lac rất nhẹ nhàng ở 
2 láu đâu đê tránh tạo thành nhũ tương). Làm hay hơi dịch 
chiêt ether trên cách thuy dưới dòng khí nitrogen không 
có oxygen hoặc càt quay chân không ờ nhiệt độ không 
quá 30 °c đen het dung môi. Hòa tan can trong một lượng 
2-propanoỉ (TT) vừa dù đê thu được dung dịch chứa 10 IU 
đen 15 IU vitamin A trong 1 ml. Đo độ hấp thụ cùa dung 
dịch thu dược ờ các bước sóne 300 nm, 310 ntn, 325 nm, 
và 334 nm trong cốc dày 1 cm với mẫu trắng là 2-propanol 
(Tỉ), sau dỏ xác định bước sóng có hấp thụ cực đại.
Xêu cực đại hóp thụ năm trong khoảng 323 nm đen 327 nm 
va tỳ ỉệ Aỳ,(/Ai?ị < 0,73 thì kết quà được tính như sau:
Tinh độ hấp thụ hiệu chình A32?(K):

6,815A3-5 - 2,555A310 - 4,260A334 
Nếu A325(K/A 325 > 0,970 thì tính kết quả hàm lượng vitamin 
A trong mầu thử (lU/g) theo công thức sau:

1830 „/í 315 X  X  I
100/W

Nếu A325(KyA325< 0,970 thì tính kết quả hàm lượng vitamin 
A trong mầu thử (IU/g) theo công thức sau:

A  325(A) x
1830 
100 m

X V

Trong đó:
A325 là độ hấp thụ quang tại bước sóng 325nm; 
rn là lượng chế phẩm đem thử (g);
V là lượng thể tích dung dịch thu được sau khi hòa tan 
cán đến nồng độ 10 IU đến 15 IU vitamin A đề dem đo (mĩ); 
1830 là hệ sỏ chuyên dôi dộ hâp thụ riêng của ester retinol 
thành IU.
Nẻu cực íĩại hap thụ nằm ngoài khoang 323 nm đèn 327 nm 
hoặc tỳ- lệ Ajfs/Aj '3 > 0,73 till phải tiến hành theo phương pháp 5.

Chủ ý
Trong cách tiến hành của phương pháp 2 nếu chốphâm ờ 
dạng thuốc nang, viên nén hoặc dạng bào chế thể ran khác, 
sau khi đa bó vỏ, nghiền thành bột mà vẫn không xà phòng 
hóa dược (do ở dạng vi nang) thỉ phải xử lý trước bằng 
cách đun nóng vói 10 ml nước cat trên cách thủy 5 min, 
dùng đũa thủy tinh nghiền nhỏ các chat rắn còn lại và giữ 
nóng 5 min nữa.
Khi tiến hành xà phòng hóa, nếu không có khí nitrogen 
cỏ thỏ thay thế bàng cách cho chất chống oxy hóa vào 
bình phan ứng như 3 ml dung dịch hydroíỊtiinon I % trong 
ethanol, hoặc 30 mg BHT [butyl hydroxytoỉuen (ÍT)].
Đe chiết vitamin A có thể thay ether (TT) bang ether dâu 
hóa (TT) hoặc n-hexcm (77).

Phưoììg pháp 3
(Phương pháp sắc ký lòng trực tỉêp)

Có thế áp dụng dối với các nguyên liệu vitamin A tong 
hợp. các thành phẩm chứa vitamin A lồniỉ hợp mà trong 
thành phân chi chúa vitamin A ờ một dạng ester dông nhât 
hoặc dạng retinol.
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Phương pháp sác ký lỏng (Phụ lục 5.3).
Pha động: Methanol - vthy! acctaí - nước (90 : 7 : 3). 
Dung dịch thừ: Lấy chính xác một lượng chế phàm có 
chứa khoảng 4000 IU vitamin A cho vào bình định mức 
dung tích 100 mi, thêm ethanol (77), lẳc kỹ rồi thêm 
eỉhanoỉ (77) đến định mức, lấc đều. lọc.
Dung dịch chuồn: Pha chất chuân vitamin A (dạng giông 
với dung dịch thử: retinol, retinyl acetat, rctinyl palmitat...) 
trong ethơnoỉ (77) đổ thu được dung dịch chuân có nông độ 
vitamin A chính xác khoáng 40 IU/ml.
Diều kiện sắc kỷ:
Cột kích thước (25 cm X 4 mm) được nhồi pha tĩnh c  
(5 pm đến 10 pin),
Dctector quang phô từ ngoại đặt ở bước sóng 325 nm.
Tốc độ dòng: 1,5 mPmin đèn 2,0 ml/min.
Thế tích tiêm: 20 jil.
Cách tiên hcmh:
Kiểm tra tính phù hợp cùa hệ thống sác ký: Tiến hành sác 
ký với dung dịch chuân, độ lệch chuân tương đỏi (RSD) 
của diện tích pic thu được trôn sắc ký đồ cua 6 lần tièm lặp 
lại mẫu chuẩn không được lớn hơn 2,0 %.
Tiến hành sắc ký lân lượt với dung dịch chuẩn và dung 
dịch thử.
Cách tỉnh két quà:
Hàm lượng vitamin A trong mẫu thừ (IƯ/g) được tỉnh theo 
công thức:

STx C x  100 
S( • X m r

(IU/g)

Trong đó:
ST và s c là điện tích cùa pic vitamin A trên sác đồ của thử 
và chuẩn;
m, là lượng cán mẫu thử (gì; 
c  là nồng độ vitamin A trong dung dịch chuẩn (ỈU/ml).

Chủ ý
Trong việc chuẩn bị dung dịch thử, nếu chế phẩm ở dạng 
thuốc nang, viên nén hoặc dạng bảo chế thể răn khác, sau 
khi bò vỏ, nghiên thành bột, mà vitamin A vẫn khỏng hòa 
tan được trong ethanol (do ớ dạng vi nang) thì phải xừ lý 
trước băng cách đun nóng với 10 ml nước cât trên cách 
thúy 5 min, dùng đũa thủy tinh nghiền nhò các khối ran 
còn lại và giữ nóng them 5 min nữa rồi mới cho ethanol 
vào đe hòa tan.
Neu mâu thử có nhiêu tá dược dạng dâu thì nen thêm 2 mỉ 
ethyl acetal (77) hoặc 2 ml n-hexan (77) và iẳc kỹ trước 
khi cho ethanol vào đê hòa tan.
Nêu trên sấc đô thu được ngoài pic cùa dạng vitamin A cần 
đo còn có pic của dạng vitamin A khác thì phải tiến hành 
theo phương pháp 2 hoặc 5.

Phương pháp 4
(Phương pháp sấc kỷ long sau khỉ thủy phân)

Có the áp dụng dối với nguyên liệu vitamin Á tồng hợp 
dạng bột, dạng dầu và dạng nhù tương.
Phương pháp sác ký long (Phụ lục 5.3).

Pha động: Methanol - nước (95 : 5).
Dung dịch thử (ỉ):
Đồi với nguyên ỉiộĩt dạng bột: Cân 0,200 g chế phẩm vào 
binh định mức 100 ml. Thêm khoảng 20 mg đến 30 mg 
bromclain (77), 5,0 ml nước và 0,15 m! 2-propanoỉ (77). 
Đun trong cách thủy ờ 60 cc  đến 65 °c trong 5 min và thỉnh 
thoáng khuấv. Thêm 40 mỉ dung dịch tetrabutylamoni 
hydroxyd 0.1 M trong 2-propanoỉ (77). Khuấy nhẹ và 
đê thùv phàn trong cách thủy ờ 60 °c đèn 65 °c trong 
10 min, thình thoảng khuâỵ. Đám báo chê phàm được làm 
ướt hoàn toàn. Đê nguội đến nhiệt độ phòng rồi pha loãng 
thành 100,0 ml bằng 2-propanoỉ (77) có chửa 0,1 % bu ty ỉ 
hydroxyiohtcn (77). Lac đều cẩn thận tránh tạo bọt khí. 
Dung dịch có thê vân đục.
Đối với nguyên ìiệu dạng dâu hoặc nhũ tương: Cân 
0,100 g chế phẩm vào bình định mức 100 ml. Hòa tan 
ngay trong 5 m! pentan (TT). Thèm 40 ml dưng dịch 
telrabutyỉamonị hvdroxvd 0,1 A/ trong 2-propanoỉ. Khuấy 
nhẹ và dể tbùv phân trong cách Iliủv ờ 60 °c  đen 65 °c 
trong 10 min, thinh thoảng khuấy nhẹ. Dc nguội đền nhiệt 
độ phòng, rồi pha loãng thảnh 100,0 ml băng 2-propanoỉ 
(77) có chứa 0,1 % bu ty ỉ hydrưxytoỉỉien (TT). Lắc cẩn thận 
tránh tạo bọt khí.
Dung dịch thư (2): Pha loãng dung dịch thừ (1) bằng 
2-propanoỉ (77) đê thu được dung dịch có nông độ 
100 IU/mỉ.
Lọc trước khi tiêm đối với dung dịch thử được chuẩn bị từ 
nguyên liệu dạng bột.
Dung dịch ch nân (ỉ): Cân chính xác 0,100 g retinyl acetat 
chuân (hàm lượng khoảng 1 000 000 iU/g) vào bình định 
mức 100 ml và tiên hành như dung dịch thừ (1) đổi với 
nguyên liệu dạng dâu hoặc nhũ tương.
Dung dịch chu ân (2): Pha loãng 5,0 ml dung dịch chuân 
(1) thành 50,0 ml bàng 2-propanol (77). Lấc cẩn thận 
tránh tạo bọt khỉ.
Điều kiện sẳc ký:
Cột kích thước (12,5 cm X 4 mm) dược nhồi pha tĩnh c  
(5 pm).
Detector quang phổ từ ngoại đặt (V hước sóng 325 nm. 
Tôcdộdòng: ! ml/min.
Thể tích tiêm: 10 pl.
Cách tiên hành:
Tiến hành sắc kv dung dịch thừ (2) và dung dịch chuẩn (2) 
với thời gian gẩp 1,5 lân thời gian lưu cùa rctinol.
Thời gian lưu cùa retinol khoàng 3 min.
Cách tinh kết quả:
Hàm lượng vitamin A trong mầu thử (lU/g) dược tính theo 
công thức:

S T X  c  X  1 1 V  X  F

Sc X mr X 1000
Trong đó:
ST, S(- là diện lích pic cùa retinol trên sac đô của dung dịch
thử và dung dịch chuẩn;
n v , 11Ì! là lượng cân mầu chuẩn, thừ Ong);
c  là hàm lượng retinvl acctat chuẩn dược xác định theo phương
pháp 1 (ỈLVg);
F là độ pha loãng cùa dung dịch ìhừ.
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Phương pháp 5
(Phươngpháp sắc kỷ lỏng sau khi chiêí tách vitamin A)

Có thể áp dụng đối với các chẻ pliâm phức tạp và có chửa 
vitamin A với hàm lượng thấp không thực hiện dược 
1 trong 4 phương pháp trên.
Phương pháp sắc ký lòng (Phụ lục 5.3).
Pha dộng: Methanol - nước (97 : 3 ).
Dung dịch thừ; Lây một lượng chẻ phâm chứa khoảng 
2000 IƯ vitamin A vào bình cầu nứt mài, thêm 5 ml dune 
dịch acid ascorbic (TT) 10 % mới pha và 10 ml dung dịch 
kali hydroxyd (77) 80 % mới pha, 100 ml ethanol 96 % 
(Tỉ), đun sôi 15 min trên cách thủv có lap ổng sình hàn 
hồi lưu. thêm 100 ml dune dịch natri cỉorid (TT) 1 % và dê 
nguội. Chuyển dung dịch vào bình chiết dung tích 500 mì, 
tráng rửa bình nút mài bằng 75 ml dung dịch natri cỉorid 
(77) 1 % và rửa tiếp với 150 ml dune dịch đồng the lích 
ether dầu hỏa (40 °c  đến 60 °C) và ether (77), chuyển 
hết dịch tráng rửa vào bình chiết ớ trẽn. Lắc 1 min, khi 
tách lớp hoàn toàn, bò lớp dưới, rứa lớp trên lần dầu với 
50 ml dung dịch kali hydroxyd (77) 3 % trong dung dịch 
10 % (tt/tt) ethanol 96 % (77), sau đố rửa 3 lân, môi lân với 
50 ml dung địch natri cỉorid (77) 1 %. Lọc nhanh lớp trên 
qua giấy lọc có chứa 5 g nơtrì sulfat khan (77) vào bình 
cầu 250 ml thích họp để lắp vào dụng cụ cất quay. Rửa 
binh chiết bàng 10 ml hồn hợp dune môi dùng đổ chiet 
mới pha [dung dịch đồng thể tích ether dầu hỏa (40 °c đến 
60 °C) và ether (77)], lọc và gộp các dịch lọc lại. Cât quay 
ờ nhiệt độ không quá 30 °c  dưới áp suât giảm (đuôi nước) 
và đóng đầy với khí nitrogen khi bay hơi xong. Hoặc có 
thề bay hơi dung môi dưới luồng khí nitrogen ờ nhiệt độ 
không quá 30 °c. Hòa tan cắn trong 2-propanoỉ (77) và 
chuyên vào binh dinh mức 25 ml, pha loãng thánh 25 ml 
với cùng dung môi, đun none nhẹ hay siêu âm nếu cân. 
Dung dịch chuẩn gổc: Hòa tan retinyl acetat chuẩn trong 
2-propanol (77)) đổ thu được dung dịch có nông độ 
khoảng 1000 IU vitamin A trong 1 mỉ. Nông độ chính xác 
cùa dung dịch chuẩn gốc được xác định bane phương pháp 
quang phô háp thụ từ ngoại và khả kiên (Phụ lục 4.1). Pha 
loãng dung dịch chuẩn gốc bàng 2-propanol (77)) lới nồng 
độ 10 đến 15 IU trong 1 ml rồi do độ hâp thụ ở bước sóng 
326 nm trong cốc đo dày 1 cm, dùng 2-propanol (Tì'ị) làm 
mẫu trắng.
Tính nông độ vitamin A trong dung dịch chuẩn gốc 
(IU/ml) tính theo retinyl acetat theo công thức:

1900 X  v 2
A-\26 X — ■——

100 xV,
Trong đỏ:
Ay26 là độ hấp thụ quang của dung dịch ờ 326 nm;
V] là thể tích dung dịch chuân gổc đem pha loãng (ml);
Vì là thê tích dung dịch loãne đà pha (ml);
1900 lả hệ số chuyển đổi độ hấp thụ riêng cùa ester retinol 
thành IU.
Dung dịch chucm: Lấy chính xác 2 ml dung dịch chuẩn 
gốc dem xử lý hoàn toàn nlnr mẫu thử. Xác định nong 
độ chính xác của dune dịch chuân băng phutmg pháp

quang phố hấp thụ hr ngoại và khả kiổn (Phụ lục 4.1). Pha 
loãng dung dịch chuản băng 2-pmpanoĩ (Tỉ)) tới none độ 
10 1 u đen 15 IU trong 1 ml rồi đo độ hấp thụ ớ bước sóng 
325 THTI trong cóc đo dày 1 em, dùng 2-propanoỉ (TI)) làm 
mẫu trắng.
Tinh nồng độ all-/raw-retinol trong dune dịch chuẩn 
(ÍU/mỉ) theo công thức:

1830 X  v 4
Ầ  -Ị 2  ̂ X

100 X v 3
Trong đó:
A37J là độ hấp thự cùa dung dịch ờ 325 nm;
V, là the tích dung dịch chuan đem pha loáng (ml); 
v 4 là thổ tích dung dịch đà pha loàng (ml);
1830 là hệ số chuyển đổi độ hấp thụ riêng của all-trans- 
reíinol thành IU.
Diều kiện sãc kỷ:
Cọt kích thước (25 cm X 4 mm) được nhồi pha tĩnh c  
(5 đến 10 pin).
Tốc độ done: 1 mbmin.
Detector quang phổ tử ngoại đặt ở bước sóng 325 nm.
Thể tích tiêm: 10 pl.
Cách tiến hành:
Tiển hành sẳc ký 3 lân vói moi dung dịch thử và dung địch 
cbuan.
Thời gian lưu cùa all-P'ớ»5-retinol khoảng (5 ± 1) min.
Kết quà được chấp nhận nếu đáp ứng các yêu cầu sau: 
Trên sắc ký đồ của dung dịch thừ có pic tương ứng với pic 
của all-/m/ư-retinol trên sắc ký đồ của dung dịch chuẩn. 
Khi dùng phưcme pháp them chuẩn vào dung dịch thử 
thì phần trăm thu hồi retinol acetat chuẩn phải lớn hơn 
95 % và phàn trăm thu hồi all-/ra»5-retinoì trong dung dịch 
chuẩn được xác định bàng phương pháp đo quang phải lớn 
hơn 95 % so với nồng độ tính từ dung dịch chuẩn gốc. 
Tính kê ỉ quả:
Hàm lượng vitamin A trong mẫu thừ (ÍU/g) được tính theo 
công thức:

c  X V 1

Trong đó:
Sị là diện tích pic của all-/r«m--retínol trên sắc đồ của dung 
dịch thừ;
s 2 là diện tích pic cùa all-írart.v-retinol trên sắc đồ cùa dung 
dịch chuan;
c  là nồng độ retinỵl acetat trong dung dịch chuẩn gổc (ĨU/ml); 
tn là lượng chế phẩm đcm xử lý thành dung dịch thử (g); 
V là thc tích dung dịch chuân gôc đã đem xử lý (ml).

10.11 P H Ư Ơ N G  P H Á P  PH Â N  T ÍC II  AC71> A M IN

Phương pháp phân tích acid amin là phương pháp xác định 
thành phần và hàm lượng các acid amin trong các proteĩn 
và peptiđ, cũng như trong các chế phám thuốc. Phương 
pháp phan tích acid amin được áp dụng đê định tính và 
định lượng các protein và peptid dựa trên các câu từ acid
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am in tạo ra chúng, đê giúp việc xác định cấu trúc cùa các 
protein và peptid cũng như việc xác định cách phân đoạn 
cùa chúng nhàm thiết lập giản đỏ peptid và đê phát hiện 
các acid amin không điên hình cỏ thê có mặt trong một 
protein hoặc pepúd.
Trước khi phân tích acid amin trong protein hoặc pcptid, 
cần thiết phải thủy phản protein hoặc peptid thành các aciđ 
amin. Sau đó tiến hành phân tách các acid amin thư được 
giống như khi ta phản tách các acid amin tự do có trong 
các chế phẩm thuốc. Điều quan trọng là chúng phải được 
biến đổi thành các dẫn chất thích hợp cho việc phân tách 
và phát hiện.

Thiết bị
Các phương pháp đẻ phản tích acid am in thường dựa trên 
việc tách các acid amin có trong mẫu thử băng phương 
pháp sắc ký. Các thiết bị sắc ký tự động thường chiếm lợi 
thế. Thiết bị phân tích acid am in điển hình là một mảy sắc 
ký lõng áp suất thấp hoặc áp suất cao, có khả năng thực 
hiện chương trinh dung mỏi để tách các aciđ amin khi qua 
cột sắc ký. Máy cần có thêm thiết bị tạo dẫn chất acid am ìn 
sau cột, trừ khi mẫu thừ được tạo thành dần chât trước 
cột. Đe phát hiện kết quả, thường dùng detector hẩp thụ từ 
ngoại - khà kiển hoặc detector huỳnh quang, tùy thuộc vào 
cách tạo dần chất đà áp dụng. Một thiết bị tích phân cho 
phép chuyển đổi tín hiệu tương tự đi từ detector ra và cho 
phép định lượng.
Thường sừ dụng các máy chuyên dụng để phân tích acid amin. 

Chú ỷ
Nhiễu đường nền luôn là mối quan tâm của người tiến 
hành phân tích acid amin. Đê khắc phục, phải dùng các 
thuốc thử có độ tinh khiêt cao (ví dụ acid hydrocloric có 
độ tinh khiết thấp có thể gây nhiễm glycin). Thông thường 
cách một vài tuần lại phải thay mới các thuốc thử. Chỉ 
dùng các dung môi dùng cho sắc ký lòng. Lọc lại các dung 
môi trước khi dùng để giảm thiểu sự nhiễm khuẩn và các 
tạp chất. Đậy kín các bình đựng dung môi. Không để các 
thiêt bị phân tích acid amin tiếp xúc trực tiểp với tia sáng 
mặt trời.
Chat lượng thực hành phòng thí nghiệm có thể quyết định 
chât lượng phán tích acid amin. Giữ phòng thí nghiệm 
sạch sẽ. Đặt thiêt bị phàn tích trong phòng thí nghiệm tại 
chô riêng biệt, ít bị ảnh hường cùa các hoạt động khác. 
Định kỳ rửa sạch và chuẩn hóa lại các pipet. Bảo quàn đầu 
pipet trong hộp đậy kín. Không dược cầm đầu pipcd bằng 
tay trân, phải mang găng tay băng cao su không xoa bột 
talc hoặc loại khác có chất lượng tương đương. Hạn chá số 
lân mở vả đóng bình đựng mẫu thừ vì bụi có thể làm gia 
tăng kêí quà về hậm lượng các chất glycin, serìn và alanin. 
Càn bảo dưỡng tót thiêt bị phân tích acid amin đẽ có kết 
qua châp nhận dược. Nêu thiết bị được dùng thường ngày 
thi hàng ngày phải kicm tra độ rò rỉ dung môi của thiết bị, 
độ ôn định cùa dèn và detector, độ phân giải của cột. 
nịnh kỳ làm sạch hoặc thav the các kính lọc của thiết bị và 
các linh phụ kiện cần bảo dưỡng khác.

DƯỢCĐIẾN VIỆT NAM V

Các chất đối chiếu
Trcn thị trường có săn các acid amin điuân đê dùng trong 
phán tích acid amin; chúng thường là dung dịch hồn hợp 
các acid amin chuẩn trong nước. Khi cần xác định thành 
phần acid amin trong một mẫu thừ, các protein hoặc peptid 
chuẩn phải được phân tích song song với mẫu thử để kicm 
tra sự toàn vẹn của thử nghiệm. Trong tnrÒTig hợp này, 
chuẩn protein được sử dụng là albumin huyết thanh bò 
tinh khiết cao.

Chuẩn hóa thiết bị
Việc chuẩn hóa thiết bị phàn tích acid amin được thực hiện 
bằng cách phân tích một chuẩn acid amin, gôm hồn hợp 
các acid am in chuẩn đã biết trước hàm lượng của từng 
chất, đổ xác định hệ sổ đáp ứng và khoáng tuyến tính ứng 
với mỗi một acid amin chuẩn dã thừ.
Pha loăng mẫu chuẩn acid amin thành nhiều dung dịch có 
nồng độ khác nhau, nam trong khoảng luyến tính dự đoán 
trước của các acid amin có trong mẫu chuân. Tiến hành 
phàn tích nhiêu ỉán với mồi nông độ. Biêu thị két quà thu 
được trên biểu đồ the hiện tương quan giữa diện tích pic 
thu được ứng với mỗi nồng độ của acid amin đã thử. Nhờ 
biểu đồ này, có thể xác định được khoảng tuyển tỉnh của 
mỗi acid amin, tại đó, các diện tích pic thu dược có tương 
quan xấp xì tuyển tính với các nồng độ của các acid amin 
đà thư. Khi phân tích acid amin, để có kết quả đúng và lặp 
lại, điều quan trọng là phải pha và thử nghiệm trên các mẫu 
thừ có nồng độ nằm trong khoảng tuyến tính tương ứng 
với kỹ thuật phân tích đang áp dụng.
Đe xác định hệ số đáp ứng cho mỗi acid amin, ta phân tích 
hr 4 nồng độ đến 6 nồng độ của acid amin chuẩn tương 
ứng. Hệ số đáp ứng tính được là giá trị trung bình của 
diện tích pic (hoặc cùa chiều cao pic) ứng với nồng độ 
1 nanomol cùa dung dịch acid amin chuẩn. Thiết lập một 
dãy chuẩn hóa bao gồm hệ số đáp ứng tương ứng của các 
acid amin và sử dụng dãy này để tính nong độ (nanomol) 
cùa mỗi acid am in có trong mãu thừ bang cách chia diện 
tích pic (hoặc chiều cao pic) thu được của acid amin đó 
cho hệ sổ đáp ứng tương ứng có trong dãv chuẩn hóa. 
Trong việc phân tích thường ngày, khi dùng dây chuẩn 
hóa, ta chí cần xác định một diện tích pic là đủ. Tuy nhiên, 
dây chuẩn hỏa này phải thường xuvcn được thử lại bằng 
các phân tích kiêm tra và được cập nhật đê bao đàm tính 
toàn vẹn của nỏ.

Độ lặp lại
Muôn có các kết quả phân tích acid amin có chất lượng 
on định tại một phòng thí nghiệm phân tích, cần quan tâm 
đến độ lặp lại của phép định lượng, càn có một hệ thống 
thiêt bị phân tích các acid amin có khà nàng cung cấp các 
giá trị lặp lại của thời gian lưu của pic (đổ định tinh) và các 
giá trị lặp lại của diện tích pic (để định lượng). Cách xác 
định tiêu biểu độ lặp lại bao gồm việc pha chc một dung 
dịch chuẩn các acid amin, rổi tiến hành đo mẫu đó nhiều 
lẩn (6 lần hoặc nhiều hem). Sau đó, tính độ lệch chuẩn cua 
các giá trị thời gian Um và độ lệch chuẩn các giá trị cliẹn
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tích pic dã dược tích phân, ứng với mồi acid am in ctíĩ được 
phân tích. Việc xác định độ lặp lại còn được mơ rộng bàng 
cách nhiều người phân tích khác nhau cùng tien hành xãc 
định độ lặp lại đó trong nhiều ngày. Người ta còn thực hiện 
vi ộc định lượng nhiều dung dịch có nồng độ khác nhau cùa 
chuẩn gốc đồ xác định sự hiến thiên do việc pha chế mầu 
thử. Thường người ta phân tích thành phân acid amin cua 
một protein chuẩn (ví dụ albumin huyết thanh bò) de đánh 
giá độ lặp lại. Nhờ việc xác định độ lệch chuân. ta có thê 
thiết lập các giới hạn phân tích đê đạt két quà tot, với độ 
lệch chuẩn thấp nhất. Đe giám bớt sai số trong phân tích, 
nhiều yếu tố cần được quan tâm và xem xét đầy dù như: 
cách chuẩn bị mầu thử, nhiễu đường nen do chất lượng 
của các ihuôc thử, việc thực hành thí nghiệm, tính năng và 
việc bào dưỡng máy móc thiết bị, các dữ liệu phân tích và 
cách biện giải và cuối cùng là việc thực thi thành thạo cùa 
người làm phân tích.

Chuẩn bị mẫu thử
Muon có kết quả phàn tích acid amin đúng, phai dùng các 
mẫu thử protein và pcptid đã tinh chế. Các tạp chất như 
các muối, ure, chất tây rừa... cỏ thể gây nhiều, nen cần phải 
loại khỏi mầu thử trước khi tiến hành phân tích. Phương 
pháp điồu chế dần chất sau cột sắc ký không bị nhiễm bơi 
các tạp chất ờ mức độ lớn như khi điêu che dẫn chát trước 
cột sắc ký. Nên giảm số thao tác trên mầu thử đê giám 
nhiễu đường nền, tăng kết quà tim thấy vả giảm công lao 
động. Các cách thông thường đổ loại tạp chất trong mâu 
thử protein bao gồm:
Tách bàng sắc kỷ lòng cao áp pha đào, thu protein bằng 
một dung môi bav hơi có chứa một lượng thích hợp thành 
phần hừu cơ rồi làm khô băng ly tâm chân không;
Thẩm tách loại bỏ tạp chai;
Lv tâm siêu lọc;
Kết tủa protein bằng một dung môi hữu cơ (ví dụ accton); 
Lọc qua gel.

Chất chuẩn nội
Cần dùng một chất chuẩn nội để kiểm soát nhưng mất mát 
và biến đồi lý hóa học xảy ra trong quá trinh phán tích acid 
amin. Do dó, trước khi tiến hành thủy phân phái thèm một 
lượng chính xác chất chuân nội vào dung dịch protein càn 
phân tích. Lượng chuẩn nội tìm thấy dược sỗ lá một thõng 
số chung cho lượng tìm thấy được cùa các acid am in có 
trong protein. Tuy nhiên các acid amin tự do và các acid 
am in liên kết trong cấu trúc protein không giông nhau vê 
tốc độ thủy phân hoặc phân hủy. Vì vậy việc dùng chât 
chuân nội đe hiệu chinh sự mất mát trong quá trình thủy 
phân có the cho kết quà không dáng tin cậy. cẩn chú ý điêu 
này khi biện giải ket quả phân tích. Ta còn có the thêm chât 
chuân nội vào hỗn hợp các acid amin sau khi đã được thủy 
phân đe hiệu chỉnh những sai lệch về kết quả phân tích gày 
ra do các sai lệch khi tiêm mẫu. do thav đổi độ ồn định của 
thuốc thử cũng như tốc độ dòng của dung mỏi. Chất chuẩn 
nội lý tướng là một acid ainin bậc nhất nhân tạo. có sần 
trén thị trường với giá rò. Chat này phải bền vừng trong
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quá trinh thủy phân, cỏ hệ số đáp ứng tuyến tính với nồng 
độ va phái được rữa giải cho một pic có thời gian lưu duv 
nhât và được phân giãi tốt với các pic tương ứng với các 
acid am in khác. Các chất chu ân nội thường được dùng bao 
gom norleucin, nitrotyrosin và acid a-aminobutyric.

Thủv phân protein
Cần thiết phải tiên hành thủy phân các mẫu thử protein 
vả peptid mrớc khi phân tích các acid amin tạo thành. Đê 
tránh sai kết quà, các đồ thủy tinh dùng trong thủy phân 
phai het sức sạch. Dâu vân tay trên ông thủy phân hoặc 
bột tách ra từ bao tay cũng có thổ làm nhiễm bần mẫu 
thử. Đê rửa sạch các ong thủy tinh dùng trong thủy phan 
(ống thủy phân), ta đun sôi chúng 1 h trong dung dịch acid 
hydrocloric 1 M hoặc ngâm chúng trong acid nitric dậm 
đặc hoặc trong hỗn họp đồng thể tích acid hydroclorĩc và 
dung dịch nitric đậm đặc. Sau đỏ tráng sạch bằng nước cất 
tinh khiết cao, tiếp đen bàng methanol dùng trong sẳc ký 
lỏng cao áp. Cuối cùng sẩy qua đêm trong tủ sấy roi báo 
quản kín cho đốn khi dùng. Cũng có thê nung đồ thủy tinh 
đùng đổ thủy phàn ở nhiệt độ 500 “C trong 4 h để tránh 
nhiễm hẳn. Cũng có thể sừ dụng loại dụng cụ thích hợp, 
chi dùng một lẩn rồi bỏ.
Thủy phân bầne acid là phương pháp thông dụng nhất 
để thủv phân một mầu thừ protein trước khi tiến hành 
phân tách các acid amin tạo ra mẫu thừ đỏ. Thủy phân 
bẳng acid có thồ cho kết quà phân tích thay đổi vì một 
số acid amin bị phân hủy một phần hay hoàn toàn. Cụ 
thổ là: Tryptophan bị phân hủy, scrin và threonin bị phân 
hủy một phần, methionin có thể bị oxy hỏa còn cystcin 
thi chuyên đôi thảnh cystin (tuy nhiên lượng cystin tìm 
thấy được thường thấp hơn thực tế vi một phần bị phân 
hủv hoặc bị khử trờ lại thành cystein). Có thê giâm thiểu 
sự phân hủy do bị oxy hóa bằng cách tien hành thùỵ phân 
trong môi trường chân không thích họp (áp suât thấp hơn 
200 pm thủy ngân hoặc 26,7 Pa) hoặc băng cách nạp một 
khí trơ (argon) vào khoảng trống phía trên của bình phản 
ứng. Các đường nối peptìđ giừa isoleuein - isoleucin, valin 
- valin. isoleuđn - valin và valin - isoleucin chi có một 
phàn được cầt đứt để giải phóng acid amin thôi. Asparagin 
và glutamin đều bị khử amid đê thành acid aspartic và aciđ 
glutamic tương ứng. Vì tryptophan, asparagin và glutamin 
bi mất mát trong khi thủy phân bâng acid nên ta chỉ còn 
định lượng dược 17 acid amtn. Một sổ kỹ thuật thủy phân 
mô tà sau dây sẽ đè cập cách khăc phục các trờ ngại nêu 
trên Tuy nhiên một số kỹ thuật (từ số 4 đến số 11) lại có 
thí biến đồi một số acid amin khác. Vì vậy cần cân nhắc 
lọi hại khi chọn kỹ thuật thủy phân protein/peptid và phải 
thực nghiệm dúch họp trước khi chọn một kỳ thuật thủy 
phân khác kỹ thuật thủy phân bâng acid.
Thường hay dùng phương pháp phân tích acid amin theo 
chương trình thời gian thủy phân (tức là phân tích acid 
amin ờ các thời diêm thủy phân là 24 h, 48 h và 72 h) đẽ 
xác định nồng độ ban đầu cùa các acid amin dê bị phán 
hủy hoặc chậm bị phân tách khi thùv phân: Vè đồ thị biếu 
thị sự liên quan giữa nong độ thu được của acid amin đe
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bi phàn hủy (vi dụ serin, tlưeonin) với thời gian thúy phàn 
rồi ngoại suv tới điổm gốc thời gian, ta sẽ được nông độ 
ban đầu (nồng độ ờ gốc thời gian) của acid amin dề bị phân 
huy đỏ. Áp dụng phương pháp chưcmg trinh thời gian thủy 
phân này cho các acid am in chậm được phân tách (ví dụ 
isơleucin và valin), trên đo thị sẽ cỏ một đoạn báng (đoạn 
thẳng nằm ngang) ứng với nồng độ cua acid amin cân phân 
lích dỏ. Ncu thời gian thủy phàn quá dài, nông độ của các 
acid amin cân phản tích sè bắt đâu giảm, chứng to aciđ 
amin đó dã bị phân hủy do diều kiện thủy phân.
Một cách khác cùa phân tích acid amin theo chương trình 
thời gian thủy phân được chấp thuận là cho một chuân acid 
amin trài qua cùng các điều kiện như khi thủy phân mầu 
thừ protein/peptid. Acid amin chuẩn, ờ thể tự do, có thế sẽ 
không có kết quả hoàn toàn tiêu biểu cho tốc độ phân hùy 
của các acid amin dỗ bị phân hủy có trong mẫu thừ protein/ 
peptid. Điều này đặc biệt dúne đổi với các liên kết peptid 
chậm bị phân tách (như liên kết isoleucin - valin). Tuy 
nhiên cách phán tích này sẽ cho phép giải thích một vài 
trường hợp phân hủy acid amin trong mẫu thừ.
Cách thùy phân bằng acid trong lò vi sóng cũng đà dược 
sử dụng, cho kết quà nhanh chóng nhưng dòi hỏi thiết bị 
đặc biệt và cần thận trọng đặc biệt. Phải xác định được các 
điều kiện thủv phân trong lò vi sóng tối ưu cho mỗi mầu 
thử proteiivpeptid riêng hiệt. Thúv phân trong lò vi sóng 
chi cân thời gian ít phút, nhưng nếu chỉ thêm hoặc bớt inột 
phút so với yêu cẩu thôi cùng sẽ có thể có kết quả sai lệch 
(hoặc do các aciđ amin dễ bị phân hủy sẽ bị phân hủy hoặc 
do mầu thừ chưa được thủy phân hoàn toàn).
Cách thũy phân hoàn toán bảng một hồn họp các mcn 
protease cũng được áp dụng nhưng phức tạp, đòi hỏi phổi 
được kicm soát chặt chẽ và thường được áp dụng nhiều đc 
phàn tích các peptiđ hơn là các protein.
Khi tiến hành phân tích lan đàu một mẫu thử protein mới, 
cân phải làm thực nghiệm đe xác định các điều kiện tối ưu 
vé thời gian và nhiệt độ Ihùy phân.

Kỹ thuật thủy phân ĩ
Thủy phân bằng acid hydrocloric có chứa một lượng 
phenol là kỹ thuật thông dụng nhất đẻ thủy phân mầu thừ 
protein/peptid trước khi tiến hành phàn tích acid amin. 
Thêm phcnol vào môi tnrờng thùv phân cốt đổ ngăn ngừa 
hiện tượng halogen hóa tyrosin.
Dung dịch thũv phân: Dung dịch acid hydrocloric 6 M 
chứa lừ 0.1 % đến í % phenol.
Thúy phân pha lòng: Cho vào ống thủy phân mầu thử 
protcin 'peptíd rồi làm khô (dể loại nước, tránh pha loãng 
dung dịch thủy phân). Cứ 500 pg mẫu thừ đông khô, ta 
thêm 200 p! dung dịch thủy phán. Lảm lạnh ống thử trong 
aceton đông băng khan. Hàn ống thủy phân ớ chân không. 
Thủy phân mẫu thử trong 24 h ờ 110 °c  và trong chân 
không hoặc khi trơ để tránh oxy hóa. Nếu lo ngại mầu thừ 
chưa được thuy phân hoàn toàn, cần nghiên cứu kéo dài 
thêm thời gian thủy phân (vi dụ trong 48 h và 72 h).
Thủy phân pha hơi: Dày là một trong các kỹ thuật thủy 
phan thông dụng nhất dược ưa dùng để làm vi phùn tích.
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khi chi có một lượng nho mầu thử. Kỹ thuật này cùng cho 
phép giảm thiểu việc mầu thử bị nhiễm bân bời dung dịch 
thủy phân. Đặt ống thủy phân chứa mẫu thử đã làm khô 
trong một ống thừ to hơn, ống này chứa một lượng thích 
hợp dung dịch thủy phán và như vậy ngăn không cho mẫu 
thừ tiếp xúc trực tiếp với dung dịch thủy phân. Hút chân 
không (áp suất thấp hơn 200 pm lliùy ngân hoặc 20,7 Pa), 
hoặc bơm một khi trơ vào phần trcn của ông thừ. Hàn ống 
lớn vã thùy phân ờ 110 °c trong 24 h. Hơi acid sc thủy 
phân mẫu thừ và lượng acid ngưng tụ trong ông thủy phân 
chứa mẫu thử là tối thiểu. Sau khi thủy phân xong, sây khô 
mầu thử trong chân không để loại bò acid dư thùa.

Kỹ thuật thủy phân 2
Giám hiện tượng oxy hóa tryptophan trong khi thủy phân 
bàng cách dùng acid mercaptoethansulfonic (MESA) làm 
acid khử.
Dung dịch thủy phân: Dung dịch MESA 2,5 M.
Thủy phán pha hơi: Làm khô 1 pg đển 100 pg mẫu thử 
protein/pepúd trong ổng thuv phân. Đặt ổng thúy phân 
trong một ống lớn hon, chứa khoảng 200 p! dung dịch 
thủy phàn. I làn ống lớn trong chân không (áp suất khoảng 
50 pm thùv ngân hoặc 6,7 Pa). Thủy phân ờ 170 °c đến 
185 °c trong khoảng 12.5 min. Sau khi thủv phân xong 
làm khô ổng thủy phân ở chân không trong 15 min đê loại 
acid du thừa.

Kỹ thuật thủy phân 3
Ngăn ngừa hiện tượng oxy hóa tryptophan bằng cách dùng 
acid thioglvcolic (TGA) làm acid khử.
Dung dịch thùv phân: Dime dịch acid hvdrocloric 7 M 
chúa ] % phenol, 10 % acid trifluoroacetic và 20 % acid 
thioglycolic.
Thủy phán pha hơi: Làm khô từ 10 Ịig đến 50 pg mẫu 
thử protein/peptid trong một ống thủy phản. Đặt ổng thúy 
phân trong một ống lớn hơn, chứa khoảng 200 pl dung 
dịch thủy phân. Hàn ống lem trong chân không (áp suất 
khoáng 50 pin thủy ngân hoặc 6,7 Pa). Thủy phân mẫu thử 
ơ 166 cc  trong khoảng 15 min đến 30 min. Sau khi thủy 
phán xong, làm khô ống thủy phân trong chân không trong 
5 min để loại acid dư thừa.
Lượng tryptophan tìm thấy cỏ thể phụ thuộc vào lượng 
mầu lay thử.

Kỳ thuật thủy phân 4
Oxy hóa cystein/cystin và methionin băng acid períbrmie 
trước khi thủv phân mau thừ.
Dung dịch oxv hỏa: Dùng acid performic mới pha bang 
cách trộn đều 1 thê tích hydrogen peroxyd 30 % (77) với
9 thể tích acid formic khan (77), rồi đề ở nhiệt độ phòng 
trong 1 h.
Tiến hành: Hòa tan mẫu thừ protein/peptid trong 20 pl 
acid formic khan (77) và đé ở 50 °c trong 5 min. Sau đó 
thém 100 pl dung dịch oxv hóa. Đẽ phàn ứng xây ra trong
10 min dên 30 min. Cystein sẽ chuvén thành acid cysteic, 
côn methionin thành methiơnin sưlíon. Lv tâm chân khóng
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để loại thuốc thứ thừa, rồi thủy phân mẫu thử đà được oxy 
hỏa theo kv thuật ỉ hoặc 2 nói trẽn.
Kỹ thuật 4 này có thể làm biến đổi tyrosin khi môi trường 
có muồi halid.

KỸ thuật thủy phân 5
Oxv hóa cystcin/cystin trong quá trình thủy phân pha lòng 
bằng nalrí a/id.
Dung dịch thủy phân: Thêm vào dung dịch acid hydrocỉoric 
6 M (TT) có chứa 0,2 % phenol một lượng natri azid (TT) 
đê có nông độ 0,2 %. Phenol có trong dung dịch thuy phàn 
ngăn ngừa sự halogen hóa cùa tvrosin.
Thùv phân pha long: Thủy phán mẫu thừ protcin/pcptid 
ờ 110 °c trong 24 h. Trong quá trình thủy phân, cystein/ 
cyslin trong mẫu thử chuyển thành acid cystcic bời tác 
dụng của natri azid có trong dung dịch thủy phân. Kỹ thuật
5 này cho kết quả tỉm thấy của ty rosin tốt hơn kv thuật 4 
nhưne lại khỏne định lượng được methionin. Methionin 
chuyên thành hồn họp của mcthionin với 2 dẫn chất oxv 
hóa là methioiùn sulfoxid và methionin sulíbn.

Kỹ thuật thủy phân 6
Oxỵ hóa cvstein/cystinbang dimethyl suỉ/oxiđ (DMSO) (ĨT). 
Dung dịch thủy phân: Thêm vào dung dịch acid hvd roc lorie
6 M, chửa 0,1 °/o đến 1 % phenol, một lượng DMSO đê 
được dung dịch nồng độ DMSO 2 % (tt/tt).
Thủy phán pha hơi: Tien hành thủy phân mẫu thừ protein/ 
peptid ờ khoảng 110 °c trong 24 h. Trong quá trình thủy 
phân, cystein/cystin có trong mẫu thừ sẽ bị DM s o  có 
trong dung dịch thủy phân chuyên thành acid cysteic. Đê 
hạn chế sự bất ổn định của kết quà thu được và đê chinh lý 
những sai lệch do sự phân hủy từng phần, người ta khuyên 
nên xác định kết quả tìm thấv acid cysteic sau khi đã thủy 
phân oxy hóa các mẫu protein chuán chửa hr 1 mol den 
8 mol cystein. Các hệ sỏ đáp ứng thu dược từ các dung 
địch thủy phân protcin/pcptid thường thâp hơn khoảng 
30 % so với hệ sô đáp ứng thu được từ các chuãn acid 
eysteic không qua thủy phân.
Vì histidin, mcthionin, tvrosin và tryptophan đêu bị biên 
đổi nên kỹ thuật 6 này không cho kết quà phân tích đay đủ 
thành phần cấu tạo của protein/peptid.

Kỹ thuật thủy phân 7
Khử oxy và alkyl hóa cystein/cystin bằng phàn ứng 
pyridylethyỉ hóa ở pha hơi.
Dưng dịch khứ: Cho vào một binh thích hợp: 83,3 pl 
pvrỉdin (TT), 16,7 pl 4-vinylpyridin, 16.7 |il írihutyỉ 
phosphin và 83,3 pl nước cat rồi trộn đều.
Tiến hành: Cho vào ống thủy phân một lượng mầu thừ 
protein/peptid (trong khoảng từ 1 pg đến 100 pg). Dặt ống 
thủy phân vào một ống lớn hơn đã có san dime dịch khử. 
Hàn kín ống lớn ờ chán không (áp suất khoảng 50 pm thúy 
ngân hoặc 6,7 Pa) rồi làm nóng ờ 100 °c trong 5 min. Sau 
đó lấy ong thủy phân ra, làm khô trong bình hút ẩm chân 
không trong 15 min để loại bò thuốc thử dư thừa. Cuối 
cùng thủy phân mẫu thừ đã được pyridylcthvl hóa, theo 
một trong các kỹ thuật thủy phán mô tà ờ trên. Song song,
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tien hành pyridylethyl hóa trong cùng điều kiện một mầu 
chuàn protein chứa Î mol đến 8 mol cystein để xác định 
giá trị tìm thay cùa pyridyicthyl cysteín.
Chú ý: Việc kéo dài thời gian phàn ứng pyrídvlethyl hỏa 
sè gáy bien đôi các nhóm a-amino và f:-amino của lysin có 
troné mẫu thử protein/peptid.

Kỹ thuật thủy phân 8
Khừ oxy và alkyl hóa cystein/cystill bàng phàn ứng 
pvridylcthyl hóa ờ pha lòng.
Các dung dịch goc: Pha chè và lọc 3 dung dịch trong nước 
sau đây:
Dung dịch cốc A: Dung dịch Tris-hydmcỉorịd ỉ  M (pH 8,5) 
chừa 4 mM dinatri cdctat.
Dung dịch gốc B: Dung dịch guanidin hydrocỉarid 8 M. 
Dung dịch gốc C: Dung dịch 2-mercaptoethanol 10 %. 
Dung dịch khử: Pha hỗn hợp gồm 1 thế tích dung dịch 
gốc A và 3 thê lích dung dịch gốc B đẻ có dung dịch đệm 
guaní din hvđroclorid 6 M trong Tris-hydroclorid 0,25 M. 
Tien hành: Hòa tan khoảng 10 pg mẫu thừ protein/pcptid 
trong 50 pl dung dịch khừ, roi thèm 2,5 fil dung dịch goc 
c. Đẻ 2 h ở nhiệt độ phòng, trong kill nitrogen hoặc argon 
và ờ chỗ tối. Đe thực hiện phàn ứng pyridylethyl hóa, them 
vào khoảng 2 pl 4-vinvlpyndin và đẻ yên 2 h trong tôi, ở 
nhiệt độ phònc. Sau đó, loại tạp bàng cách tách bang sắc 
ký lỏng cao áp pha đảo. Làm khô mẫu thử protein/peptid 
sau khi qua sắc ký bằng cách ly tâm chân không rồi tiến 
hành thủy phân bang acid.

Kỹ thuật thủy phân 9
Khừ oxy và alkyl hóa cystein/cystin bảng phản ứng 
carboxymethyl hóa ở pha lỏng.
Các dung dịch gốc: Pha nlnr ớ kỹ thuật thủy phân 8.
Dung dịch carboxymethyỉ hóa: Dung dịch iodoacetamid 
ỉ 0 % trong ethanol 96 %.
Dung dịch đệm: Dùng dung dịch khư của kỹ thuật thủy 
phân 8.
Tiến hành: Hòa tan mẫu thử protein/peptid trong 50 gl 
dung dịch dệm, thêm khoáng 2,5 pl dung dịch gốc c. Bảo 
quản 2 h trong khí nitrogen hoặc argon ờ nhiệt độ phỏng 
và trong tối. Thêm một lượng dung dịch carbox y methyl 
hóa gấp 1,5 lần tone lượng các thiol có trong mẫu thừ 
theo lý thuvct. Nếu không bi ốt hàm lượng các thiol trong 
mẫu thử thì cứ 20 nanornol protein dùng 5 pl dung dịch 
iodoacetamid ỉ 00 m \ i  Để tiếp 30 min trong tối ờ nhiệt độ 
phòng. Sau đó thêm lượng dư 2-mercaptoethanoi đổ dừng 
phân ửne. Loại tạp và thu phần protein/peptid bang cách 
phàn tách trên sắc ký lỏng pha đào. Làm khô phần protein/ 
peptid thu dược bằng ly tầm chân kliône trước khi thủy 
phân bang acid.
Chất S-carboxyamiđomcthylcystein mứi tạo thành được 
chuyền đổi thành S-carboxymethylcystein trong quá trình 
thủy phân.

Kỹ thuật thủy phân Ĩ0
Cystein/cystin tác dụng với acid dithiodĩgỉycolie hoặc acid 
di thí odi prop ionic để cho một disulfid hon tạp. Tùy theo
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yêu Cầu về độ phân giải cùa kỹ thuật phân tích acid amin 
được áp dụng mà chọn dùng acid đithiodiglycolic hoặc 
acid đithiodipropiomc.
Dung dịch khử: Dung dịch acid dithiodigỉycoỉic (hoặc 
acid dithiodipropionic) ỉ % trong dung dịch NaOH 0,2 M. 
Tiến hành: Cho vào ống thủy phân khoảng 20 pg mầu 
thử protein/peptid. Thêm 5 pl dung dịch khừ và 10 pỉ 
isopropanoỉ. Ly tâm chân không đè loại pha lỏng rồi thủy 
phân mẫu thử theo kỹ thuật thủy phân 1.
Kỳ thuật 10 này có lợi là các thành phần acid amin khác 
trong mẫu thử không bị ảnh hường cùa phản ứng và không 
cần loại tạp trước khi thủy phân.

Kỹ thuật thủy phân 11
Trong quá trình thủy phàn băng acid, asparagin và glutamin 
được chuyển đồi thành acid aspartic và acid glutamic tưorng 
ứng. Asparagin và acid aspartic được biêu thị bằng một đại 
lượng chung Asx, còn glutamin và acid glutamic bang Glx. 
Trái lại, khi thủy phân bàng acid với sự có mặt của thuốc 
thừ bis ( 1,1-trifluoroacetoxy)iođóbenzcn (BTI), asparagin 
và glutamin bị tác dụng và chuvền tương ứng thành acid 
diaminopropionic và acid diaminobutyric. Nhờ đó, ta xác 
định được asparagin và glutamin trong protein/peptiđ ngay 
khi có mặt cùa acid aspartic và acid glutamic.
Các dung dịch khử: Pha chè và lọc 3 dung dịch sau:
Dung dịch A: Dung dịch acid trựìuomacetic 10 mM.
Dung dịch B: Dung dịch chứa guanidin hvdrocỉorid 5 M  
vả acid trifluoroacetic 10 mM.
Dung dịch C: Dung dịch mới pha BTỈ 3,6 % trong 
dimethyl'formamid.
Tiến hành: Cho vào một ống thủy phân sạch khoáng 
200 pg mẫu thừ protein'peptid, 2 ml dung dịch A hoặc 
dung dịch B và 2 ml dung dịch c. Hàn ống thủy phân 
trong chân không. Đê 4 li ở nhiệt độ 60 °c, trong tối. Sau 
đỏ tham tách mầu thử bàng nước cất để loại bò thuốc thử 
dư thừa. Chiết mầu thừ đà thẩm tách 3 lần bằng 3 thể tích 
tương đương hu ty ỉ acetat 677), rồi làm đông khô.
Cuôi cùng Ihùy phân mâu thử đông khô theo các kỹ thuật 
thủy phân đã nói ờ trên.
Các acid cqp-diaminopropionic và Cí,y- điamínobutyric đều 
không được phân giải rõ ràng với ly sin có trong mầu thừ, 
khi phân tách bằng sắc ký trao đổi ion. Vi vậv, khi dùng 
săc ký trao đôi ion đê tách các acid am in, hàm lượng cùa 
asparagin và của glutamin có mặt trong mẫu thử được xác 
dính băng hiệu số giữa hàm lượng cùa acid aspactic và 
cùa acid glutamic tương ứng thu được khi thúy phân acid 
không cỏ BTI và hàm lượng cùa acid aspartic và của acid 
glutamic tương ứng thu được khi thủy phân có BTỈ.
Hàm lượng của thrconin, methionin, cystein. tvrosin và 
histidin có thê bị sai lệch khi thủv phân bàng acid có BTI. 
Vì vậy, muôn có giá trị đúng của các hàm lượng này, mầu 
thừ phải được thủy phân bảng acid, không cỏ thuốc thử BTI.

Tách và phát hiện các acid amin
Có nhiêu kỹ ihuật đê tách và phát hiện các acid amin. Lựa 
chọn kỹ thuật náo phụ thuộc vào ycu cầu về độ nhạy của
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phép định lượng. Nhìn chung, khoang một nửa các phép 
phân tích acid amin dựa trên việc tách thành acid amiti tự 
do bang sắc ký lỏng trao dôi 1011 rồi tạo dẫn chất sau cột 
phản tách. Kỹ thuật tạo dẫn chât sau cột có thể áp dụng cho 
các mẫu thứ có một lượng nhỏ chất dệm (như các muối và 
lire) và thường cần từ 5 pg đến 10 pg mầu thừ protein cho 
một lần phân tích.
Các kỹ thuật còn lại, bao gồm việc tạo các dần chất trước 
cột rồi tách chúng bang sắc ký lòng cao áp pha đảo. Các 
kỹ thuật tạo dẫn chất trước cột rat nhạy và thường chi cần 
từ 0,5 pg đến 1,0 pg mẫu thử proteúvpeptid cho mỗi lần 
phân tích, nhưng lại có thể bị ảnh hưởng bời các muối đệm 
có trong mẫu thử. Mặt khác, kỹ thuật tạo dần chất trước 
cột còn có thể cho nhiều dẫn chất khác nhau của cùng một 
acid amin, do đó gày trờ ngại cho việc biện giải kết quả 
phân tích. So với kỹ thuật tạo dẫn chất trước cột, thường 
kỹ thuật tạo dẫn chất sau cột ít bị ảnh hưởng bời các biến 
thiên trong việc thực hiện phép định lượng hơn.
Có thể dùng các kỹ thuật sau đây để phân tích định lượng 
các acid amin.
Thiết bị và thuốc thừ đều có sẵn trên thị trường. Hơn nữa, 
hiện có nhiều cải tiến về các mặt như pha chế thuốc thử, 
cách tiến hành phàn ứng, thiết bị sắc ký dùng trong các 
kỹ thuật này, V.V.... Các thông số đặc trưng có thể thay 
đổi tùy thuộc vào thiết bị đã dùng và cách tiến hành phân 
tích. Nhiều phòng thí nghiệm còn áp dụng đồng thời nhiều 
kỹ thuật chứ không chỉ một, để tận dụng lợi ích cùa mỗi 
kỹ thuật đã áp dụng. Trong các kỹ thuật sau đây, tín hiệu 
tương tự được hiển thị trên máy ghi và diện tích các pic 
được tích phân dê định lượng.
Kỹ thuật ĩ: Tạo dán chất sau cột với thuốc thù ninhydrin 
sác ký trao đôi ion tạo dần chất sau cột với thuốc thừ 
ninhydrin là một trong các kỹ thuật thông dụng nhất để 
phân tích định lượng các acid amin. Theo nguyên tắc, sắc 
ký trao đổi cation, dùng lithi làm đối ion trong pha động 
được áp dụng để phân tích các mẫu thử sinh học phức tạp; 
trái lại, sác ký trao đổi cation, dùng natri làm đối ion trong 
pha dộng, nhanh hơn, được dùng với các mẫu thứ đơn giản 
hơn, gồm hỗn hợp các acid amin đã được thủy phân từ 
protein/peptid ra (ticu biểu gồm 17 acid amin khác nhau). 
Việc phân tích acid amin trên cột trao đôi ion dược thực 
hiện thông qua sự phối hợp giừa thay đổi pH và thay đổi 
lực ion của pha động (chương trình dung môi), ( ’hương 
trình nhiệt độ cũng thường được áp dụng đê táng nhanh 
sự phân tách.
Các acid amin bậc nhất tác dụng với ninhydrin cho họp 
chất màu tím, hếp thụ cực đại ở bước sóng 570 nm. Trái 
lại, các acid amin bậc 2 (các imino acid) như prolin, tác 
dụng với ninhydrill cho hợp chất màu vàng, hấp thụ cực 
đại ờ 440 nm. Vi vậy ta phát hiện các dẫn chat của acid 
amin thu được sau cột ờ các bước sóng 440 nm và 570 nm. 
Đối với đa số các dẫn chat acid amin, giới hạn phát 
hiện được xác định là 10 picomol; đổi với dẫn chất của 
prolin, giới hạn đó là 50 picomol. Khoảng tuyến tính 
là 20 picomol đen 500 picomol, với hệ số tương quan
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r > 0,999. Đồ có két quà tốt, dùng một lượng mẫu thừ lớn 
hơn ỉ pg để thúy phàn trước khi phân tích các acid amin 
trong protein/peptid là thích hợp nhất.
Kỹ thuật 2: Tạo dan chất sau cột với thuốc thử OPA 
Thuốc thử ortho-phthalaklchyd (OPA) tác dụng với các 
amin bậc nhất, khi có mặt một hợp chất thiol, cho các hợp 
chất isoindol phát huỳnh quang. OPA không tác dụng với 
các amin bậc 2 (các imino acid như prolin) để cỏ hợp chât 
phát huỳnh quang; tuy nhiên, ncu oxy hóa chủng bàng 
natri hypoclorid hoặc cloramin T thì phản ứng với OPA 
sẽ xảy ra. Do đó, đổ phân tích các acid amin trong mẫu 
thừ protein/peptiđ bằng kỹ thuật này, ta phải tách các acid 
amin tự do bang sac ký trao đổi cation mạnh rồi oxy hỏa 
sau cột bang natri hypoclorid hoặc cloramin T và tiếp đó 
tạo dần chất phát huvnh quang bằng thuốc thừ OPA với 
sự có mặt của một hợp chat thiol như N-acetyl-L-cystein 
hoặc 2-mercaptocthanol. Các acid am in bậc nhất không bị 
ảnh hưởng bởi sự oxy hỏa nói trên.
Việc tách các acid arnin bằng sắc ký lỏng trao doi ion được 
thực hiện nhờ sự phối hợp giữa việc thay đổi pll và thay 
đổi lực ion cùa pha động (chương trình dung môi). Sau khi 
được phân tách, các dẫn chất phát huỳnh quang sẽ được 
phát hiện với bước sóng kích thích ờ 348 nm và bước sóng 
phát quang ờ 450 nm.
Giới hạn phát hiện được xác định ờ mức một vài chục 
pìcomol, đối với đa sổ các dẫn chất OPA của acid amin. 
Khoảng tuyến tính là từ vài picomol đến vài chục nanomol. 
Dể có kết quà phân tích tốt, lấy mẫu thử proteinýpcptid ỉớn 
lum 500 ng để thuy phân.
Kỹ thuật 3: Tạo dan chat trước cột với thuốc thử PỈTC 
Thuốc thử phenylisothiocyanat (PITC) tác dụng với các 
acid amin đổ thành dần chất phenylthiocarbamyl (PTC) 
hấp thụ mạnh búc xạ ờ bước sóng 254 nm. Tách các dẫn 
chất PTC cùa acid arnin, dã được tạo trước cột. bang sac 
ký lòng cao áp pha đào, dùng cột octadecylsilyl (ODS) và 
phát hiện ở bước sóng 254 nin.
Việc phân tách các dần chất acid amin bàng sắc ký lòng cao 
áp pha đảo dược thực hiện nhờ việc phối hợp giữa các thay 
đổi vồ nồng độ acetonitril và về lực ion trong pha động. 
Đối với đa số các dần chất PTC-acid amin, giới hạn phát 
hiện được xác định là 1 picomol. Khoáng tuyến tính là 
20 picomol đến 500 picomol với hệ số tương quan 
r > 0,999. Đổ có kết quà phân tích tốt, lấy lượng mầu thừ 
lớn hơn 500 ng để thủy phân.
Chú ý: Sau khi đã loại bỏ trong chân không thuốc thừ dư, 
các dần chat PTC-aeid amin có thể bảo quàn khô và đông 
bãng trong vài tuần le rnà không có sự phàn hủy nào dáng 
kể. Nếu dung dịch để tiêm vào máv sác ký được bào quàn 
lạnh, sau 3 ngày cũng chưa thấy suv giảm đáp ứng sac ký 
nào đáng kể xảy ra,
Kỹ thuật 4: Tạo dân chat trước cột với thuốc thử A QC 
Thuốc thử 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamat 
(AQC) tác dụng với các acid amin tạo thành các dẫn chất urê bat 
dối xứng, ôn định, phát huỳnh quang (các dần chất AQC-acid
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amin) và được phân tách bằng sắc ký lỏng cao áp pha đao. 
Do dó, ta tạo dần chat AQC trước cột rồi tách chúng bằng 
săc ký lòng cao áp pha đảo, dùng cột ODS vả phát hiện 
bàng detector huỳnh quang, ờ bước sóng kích thích 250 nm 
và bước sóng phát quang ờ 395 nm. Việc phân tách được 
thực hiện nhờ việc phối hợp sự thav đổi nồng độ acetonitril 
và thav đôi lực ion của pha động (chương trình dung môi). 
Ticm trực liep hồn họp mầu thừ và thuốc thử vào máy sắc 
ký. Không có nhiễu đàng kê gây ra bời 6-aminoquinolin, 
sản phầm thứ cấp chù yểu phát huỳnh quang của thuốc thử. 
Thuốc thử du được thủy phân nhanh chóng (nửa đời < 15 s) 
thành các chất 6-aminoquinolin, N-hydroxysuccinimid và 
carbon dioxvd và sau 1 min, không còn phàn ímg tạo dẫn 
chất xay ra.
Diện tích pic cua các dần chất AQC-aeid amin không thay 
đồi chù vếu trong thời gian 1 tuần, ờ nhiệt độ phòng. Nhờ 
tính ổn định này, có thể tien hành phân tích qua đêm trên 
các máy tự dộng được.
Giới hạn phát hiện được xác định ờ vào khoảng từ 
40 íemtornol dến 320 femtomol, tính cho mỗi acid am in, 
trù cystein. Giới hạn phát hiện của cystein xấp xỉ bằng 
800 femtomol. Khoảng tuyến tính là từ 2,5 micromol đến 
200 micromol, với hệ sổ tương quan r > 0,999. Có thể thu 
được kct quả phân tích tốt với lượng mầu protein/peptid 
lấy thử thấp tới 30 ng.
Kỹ thuật 5: Tạo dần chất trước cột với thuốc thử OPA 
Thuốc thứ ortho-phthalaldehyd (OFA), khi có mặt một 
họp chất thiol (có thể dùng 2-mercaptoethanol hoặc acid 
3-mercaptopropionic), sẽ tác dụng với các amin bậc nhát 
để cho một hợp chất isoindol phcát huỳnh quang mạnh. Bản 
thân thuốc thừ OPA không phát huỳnh quang, nên không 
gây trờ ngại. Mặt khác, vi OPA dễ tan và ôn định trong 
nước đong thời cho phản ứng nhanh ncn có thể tạo dần 
chất và phân tích mầu thử một cách tự động, dùng thiết 
bị tự nạp mẫu thừ để trộn lẫn mẫu thừ với thuốc thử. Tuy 
nhiên, OPA không cho phàn ứng với các amin bậc 2, nên 
kỹ thuật 5 này không áp dụng được đe phân tích các acid 
amin có hóa chức amin bậc 2 như prolin. Đe khẳc phục, 
phải phối hợp kỹ thuật 5 này với kỷ thuật 7 hoặc 8 mô tả 
sau đây.
Vì dần chất OPA-acid amin không bền vũng nên sau khi 
tạo dẫn chất trước cột, phải tiến hành phân tích ngay trcn 
sắc kv lòng cao áp pba đảo và phát hiện kêt quả băng 
detector huỳrih quang ở bước sóng kích thích 348 nm và 
birỏc sóng phát quang 450 nm.
Giới hạn phát hiện bang huỳnh quang thấp tới 50 femtomol 
đà được báo cáo. Tuy nhiên, giới hạn phát hiện thực tế của 
phép phân tích là 1 picomol.
KỸ thuật 6: Tạo dần chất tnrớc cột hằng thuốc thứ DABS-CỈ 
Thuốc thử dimethylamino-azobenzensulfonyl clorid 
(DABS-CI) là một thuốc thừ cho màu để phát hiện acid 
amin. Các dẫn chất tạo thành (DABS-acid amin) rất 
bền vừng và hấp thụ cực đại ở bước sóng 436 nm. Tạo 
các đẫn chất này trước cột rồi tách chúng bang sác ký
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lỏng cao áp pha đảo, dùng cột ODS và phát hiện kết quả 
ờ bước sóng 436 nm.
Kỹ thuật này có thổ phân tích cả các acid atnin bậc nhất và 
acid amín bậc hai (như prolin) với cùng độ nhạy như nhau. 
Còn có thể định iưựng đong thời thành phần tryptophan có 
tronơ mẫu thử protein, peptid sau khi đã thủy phân mầu thừ 
bàng các acid sulfonic như: acid mercaptoethansultonic, 
acid p-toluensulfonic hoặc acid methansulfonic như đà mô 
tà ờ kỹ thuật thủy phân 2 ờ trcn. Các thành phân khác 
dề hỏng vỉ acid như asparagin và glutamin cũng được 
phân tích sau khi đã làm phàn ứng chuyển đổi thành acid 
diaminopropionic và acid diaminobutyríc tương ứng băng 
phản úng với thuốc thừ BT1 đã mô tả ờ kỹ thuật thủy phân 
11 ỡ trên.
Trong kỹ thuật này, không dùng norleucìn nhân tạo để làm 
chuẩn nội, vì nó được rửa giải ra tại vùng dày đặc các 
pic cùa các acid amiri bậc nhât trên sắc đồ. cỏ thê dùng 
nitrotyrosin tàm chuân nội vì nó dược rữa giải ra tại vùng 
có ít pic trên sắc đồ.
Giới hạn phát hiện các DABS-acid amin ờ khoảng 
1 picomol. Lượng nhỏ từ 2 đến 5 picomol của một DABS- 
acid amin nào đỏ cũng có thể cho kết quả định lượng đáng 
tin cậy, và chi cần đùng 10 ng đến 30 ng protein thủy phân 
đã được dẫn chất hóa cho mỗi lần phân tích.
Kỹ thuật 7: Tạo dan chất tìirớc cột với thuốc thừ FMOC-CỈ 
Thuốc thử 9-fluorenyimethyl cloroformat (FMOC-C1) 
tác dụng với acid amin bậc nhất và acid amin bậc hai 
đổ tạo thành các dẫn chất FMOC-acid amin phát huỳnh 
quang mạnh.
Phản ứng xây ra nhẹ nhàng trong môi trường nước, trong 
30 s. Các dần chất được tạo thành đều bền vững, chi riêng 
dẫn chât của histidĩn là có bicu hiện phân hủy nào đó. 
Mặc dù bàn thân thuốc thử và các sàn phẩm phụ của phản 
ứng đêu phát huỳnh quang nhưng ta cỏ thể loại chúng mà 
không làm mat mát các dẫn chất FMOC-aciđ amin.
Sau khi lạo dần chất tnrớc cột, tiến hành tách các FMOC- 
aciđ amin bằntĩ sắc ký lỏng cao áp pha đào, dùng cột ODS, 
với chương trình gradient dung môi, biến thiên tuyến tính 
từ hỗn hợp gồm 10 thể tích acetonitril, 40 thề tích methanol 
và 50 thê tích đệm acid acetic đen hỗn hợp gồm 50 thể tích 
acetonitril, 50 thể tích đệm acid acetic. Phát hiện kết quả 
hãng detector huỳnh quang ờ bước sóng kích thích 260 nm 
vả bước sóng phát quang 313 nm. Có thể phân tích được 
20 dẫn chát acid amin trong vòng 20 min.
Ciiới hạn phát hiện vào cỡ ferntomol. Đa số các acid amin 
cỏ khoáng tuyển tính từ 0,1 micromol đến 50 micromol. 
Kỳ thuật 8: Tạo dẫn chất trước, cột bằng thuốc thử NUD-F 
Thuốc thử 7-fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-l,3-diazol (NBD-F) 
tác đụng với cà acid amin bậc nhất và acid amin bậc 2, ờ 
nhiệt độ 60 °c, trong 5 min, đổ cho các dẫn chất NBD-acid 
amin phát huỳnh quang mạnh. Sau khi tạo dẫn chat tnrớc 
cột, tách chủng bằng sẳc ký lỏng cao áp pha đào, dùng cột 
ODS và chương trình gradient dung môi gồm acetonitril và 
hỏn họp đệm trong nước. 17 dĩm chất acid amin được tách
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ra trong vòng 35 min. Có thể dùng acid e-aminocaproic làm 
chất chu ân nội, vỉ được rừa giải ờ vùng ít pic trẽn sắc đô. 
Phát hiện kết quả bang detector huỳnh quang, ờ bước sóng 
kích thích 480 nm và bước sóng phát quang ở 5301UĨI.
Kỹ thuật này có độ nhạy gần tương tự như độ nhạy của kỹ 
thuật tạo dẫn chất trước cột với thuốc thử OPA (kỹ thuật 
5) dổi với các acid amin, trừ prolin không phân tích được 
bằng kỹ thuật 5 vì không phản ứng với thuốc thừ OPA. 
Như vậy, kỹ thuật 8 này ích lợi hơn kỹ thuật 5.
Giới hạn phát hiện mồi acid amin ở khoảng 10 femtomol 
và lượng mẫu thừ protein/pcptiđ thủv phân cẩn lấy đc tạo 
đẫn chất trước cột ở khoảng 1.5 rng.

Tính kết quả
Khi xác định hàm lượng các acid amin trong một mẫu 
thừ protein/peptìd, cần nhớ răng, trong quá trình thủy 
phân bang acid, tryptophan và cystein bị phá hủy, serin 
và threonin bị phá hủv một phần, valin vả isoleucin không 
được tách hoàn toàn, methionin có thê bị oxy hóa và một 
vài acid ainin như giycin và serin thường bị nhiễu. Tiến 
hành phân tích ờ môi trường chân không thích hợp (áp 
suất thấp hơn 200 Jim  thủy ngân hoặc 26,7 Pa) hoặc ở môi 
trường có khí trơ (như argon) khí thủy phân pha hơi, có thể 
giảm mức phân hủy do bị oxy hóa. Các kết quà định lượng 
cystein, tryptophan, threonin, isoleucin, valin, methionín. 
glycin và serin trong một mầu thử proteimpeptid đã thủy 
phân có thể thay đổi và do đó thường cần tiến hành xem 
xét đánh giá bổ sung.

Tính tỷ lệ phần tràm hàm lượng của một loại acid amin 
cỏ trong mẫu thử protein/peptỉd
Đỏ là sô lượng nanomol cùa một loại acid amin cỏ trong 
100 nanomol cùa toàn thể các acid amin có trong mẫu thử 
protein/peptid. Tỷ lệ này có ích trong việc đánh giá các 
dữ liệu thu được khi phân tích các acid amin trong một 
protein mà ta chưa biết khối lượng phân tử. Nó giúp củng 
cổ kết quả định tính một protein/peptid chưa biết bằng 
cách so sánh tỷ lẹ phần trăm hàm lượng mỗi loại acid amin 
trong mầu thử chưa biết với tý lệ phẩn trăm hàm lượng cùa 
mồi loại acid amin tương ứng có trong các protein/peptid 
đã biết.
Tính tỷ lệ phần trăm hàm lượng của một acid amin trong 
protein/peptid theo công thức sau:

WOr,

r,
Trong đỏ:
Tị là đáp ứng (hàm lượng) tính theo nanomol cùa acid arnin i; 
q là đáp ứng (hàm lượng) tính theo nanomol của tat cả các 
acid amin thu được trên sac đồ.

Mẩu thửproteiỉưpeptid chua biết
Xác định khôi lượng Q, (tính theo microgarn) của moi loại 
acid amin cỏ mặt trong mau protein/peptỉd chưa biết 
Tính banc công thức sau:
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m, X Mj
Qi -  ' ~ ~ ~

1000

Trong đó:
Q; là khối lượng (tính theo microgam) của acid amin i có 
trong mầu thử;
m, là hàm lượng (tính theo nanomol) của tất cà các acid 
am in i tim thấv trên sac đò;
M, là phân tử lượng trung binh (tỉnh theo gam) của acid 
amin i, đã được hiệu chinh ve khối lượng H-,0 bị loại khi 
tạo thành liên kết peptid.
ước hrợỉỉg tong khối lượng của máu thừprotein/peptid: 
Tồng khối lượng XQi của các loại acid amin tim thấy cho 
phép ta ước lượng khối lượng cùa protein/peptiđ đem thử 
sau khi đã hiệu chinh về khối lượng mất mát do cỏ sự phân 
húy từng phần hoặc toàn phân cùa một so acid am in dỗ bị 
phán hủy trong quá trình thủy phân.
Xác ¿lịnh sỏ hạm g cùa mòi loại acid amin thum gia câu 
tạo mau thử protein/pcptid chưa biết. Neu xác định được 
phân tử lượng Mp cùa protein/peptid đem thử (ví dụ bằng 
khối phổ), ta tính số lượng cùa mỗi loại acid amin i theo 
công thức sau:

m ,  m ,  X Mp
lOOOQp = lOOOQp 

Mp
Trong đó:
m, là hàm lượng (tính theo nanomol) cùa acid amin i tìm 
thấy trong mẫu thừ;
Qp ỉà khối lượng (tính theo microgam) của protein dem thừ; 
Mp là phân từ lượng của protein đcm thử (tính theo garn).

Mau thử protein/peptìd dã biết phân từ lượng và thành 
phần cấu tạo
Khi phân tích acid amin, mội sô acid amin cho kốt quả tìm 
thấy tốt, trái lại, một sổ cho kổt quả tìm thấy không sử dụng 
được vì hoặc bị phân hủy một phẩn hay toàn phần (ví dụ: 
tryptophan, cystein, threonin, serin, methionin), hoặc liên 
kết peptid không được tách hoàn toàn (như liên kết cùa 
isoleucin, của valin), hoặc bị nhiễu bởi một sô acid am in 
tự do (như bởi glvcin và serin). Các acid amin cho kết 
quá tìm thấy tốt điên hình là aspartat-asparagin, glutamat- 
glutamin, alanin, leucin, phenylalanin, lysin và arginin. 
Danh sách này có thể thay đỏi tùy thuộc vào hộ thống phân 
tích đã dùng. Các acid am in cho kết quá tìm thay tốt đại 
diện cho protein, do đó ta lợi dụng chúng dê xác định hàm 
lượng protein và số lượng của mỗi loại acid amin (còn gọi 
là thành phần của acid amin) có trong mầu thừ.
Xác định hàm lượng protein trong mẫu thừ 
Chia hàm lượng (tính theo nanomol) cùa mỗi loại acid 
amin có giá trị tim thấy tốt cho số lượng dự đoán cùa acid 
amin đó trong protein đổ cỏ hàm lượng protein lính theo 
loại acid amin đó. Tính giá trị trung bình của tát cá các 
hàm lượng protein tinh dược theo từng loại acid amin có 
giá trị tim thấy tốt cùa mẫu thử. Các hàm lượng protein 
tinh theo từng loại acid amin riêng rẽ phái dược phàn bố

đồng đều xung quanh giả trị trung binh của hàm lượng 
prơtcin mới tính dược ờ trên. Phài loại bỏ các giá tri hàm 
lượng protcin ricng rê của từng acid amin quả sai lệch với 
giá trị trung bình đã tính được. Thường các giá trị sai lệch 
quá 5 % phài loại bỏ. Khi đó, phải tính lại giá trị trung 
bình cùa hàm lượng protein mới, dựa trên các giá trị còn 
lại (không bị loại bỏ) của hàm hrợng protein riêng rè tính 
theo từng loại acid amin còn lại.
Xác định sô lượng cùa tìmg loại acid amin trong mau thứ 
Chia hàm lượng cua mỗi loại aciđ amin cho giá trị trung 
bình của hàm lượng prolcin đà tính ở trên, ta được sổ 
lượng cùa loại aeid amin đỏ (tức thành phần acid arnin) 
trong mẫu thừ.
Tinh sai sô tương dôi (theo tỷ lệ phần trâm) vê thành phần 
trong mau thừ
Áp đụng công thức sau đê tính sai số tưtmg đổi về thành 
phan dối với một loại acid amin i:

100;«,

"Ư
Trong đỏ:
m, là hàm lượng, tính theo nanomol, xác định băng thực 
nghiệm, cùa loại acid amin i có trong mẫu thử; 
m,s là hàm lượng (tính theo nanomol) đã biết của loại acid 
amin i có trong mẫu thử.
Già trị sai số tương đối trung bình về thành phẩn cùa mẫu 
thử là giá trị trung bình cùa tẩt cả các sai số tương đối 
về thành phần tính theo từng loại acid amin riêng rẽ, trừ 
tryptophan và cystein. Giá trị sai sổ tưmig đổi trung binh 
về thành phần cùa một mẫu thừ cung cấp thông tin quan 
trọng về độ ổn định của phép phân tích theo thời gian. 
Sự phù hợp giữa giá trị thành phần acid amin trong mẫu 
thư, tim thấy bang thực nghiệm với giá trị thành phần acid 
am in dã biết trước cùa protein dem thử có thê giúp cho 
việc củng cố ket quả định tính và xác định độ tinh khiết 
của protein trong mẫu thừ.

10.12 XÁC DỊNII HÀM LƯỢNG ETHANOL

Sử dụng phương pháp 1 hoặc phương pháp 2 trừ khi có 
những chi dẫn khác trong chuyên luận liêng.

Phương pháp í
Tiến hành phương pháp sắc ký khí (Phụ lục 5.2) sử dụng 
các dung dịch sau:
Dung dĩch I: Chửa 5 % (tt/tt) ethanoỉ (TT) và 5 % (tt/tt) 
propan-ỉ-oỉ (TT) (chuãn nội).
Dung dịch 2' Hòa loãng một thê tích chế phẩm thử bang 
nước đe dược dung dịch có nồng độ ethanol từ 4,0 % đen
6.0 % (tt/tt).
Dung dịch 3: Chuẩn bị như dung dịch 2 nhumg thêm vừa 
đù chất chuẩn nội để tạo ra nồng độ cuối cùng của chuấn 
nội trong dung dịch này là 5,0 % (tt/tt).
Quá trình sắc ký cỏ thể thực hiện bằng cách dùng cột 
(1,5 ni X 4 mm) đã nhồi hạt xốp polvmer (100 mesh (lốn 
120 mesh) (Porapak Q hoặc Chromosorb 101 đều thích
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hợp) với nhiệt độ lò cột đặt ờ 150 °c, nhiệt độ buồng tiêm 
và dctcctor ở 170 °c.
Tính hàm lượng phần trăm ethanol cun cứ vào các diện 
tích pic ethanol trong sấc ký đồ thu được từ dung dịch 1 
và dung dịch 3.

Phưomg pháp 2
Với những chế phẩm thử mà trong đó theo quy định của 
chuyên luận riêng đă sử dụng côn cône nghiệp, xác định 
hàm lượng cthanol giống như phương pháp 1 nhưng chuân 
bị dung dịch 2 bàng cách hòa loãng một thề tích chế phẩm 
thử với nước để tạo một dung dịch có nông độ tông cộng 
của methanol và ethanol từ 4,0 % đến 6,0 % (tt/tt).
Xác định hàm lượng methanol bàng cách thực hiện quá 
trình sẳc ký như đã mô tà ờ phương pháp 1 nhưng chuẩn bị 
các dung dịch như sau:
Dung dịch ĩ: Chửa 0,25 % (tt/tt) methanol (T) và 0,25 % 
(tt/tt) propan ị-oi (Ti).
Dung dịch 2: Hòa loãng một thẻ tích chế phẩm thử bang 
nước đẻ được dung dịch có nồng độ methanoỉ từ 0.2 % 
đán 0,3 % (tt/tt).
Dung dịch 3: Chuẩn bị như dung dịch 2 nhưng thêm vừa 
đủ chât chuân nội đề có nồng độ cuối cùng của chuẩn nội 
trong dung địch này là 0,25 %.
Tổng lượng cthanol và methanol phải ờ trong giới hạn quy 
định cùa chuyên luận riêng và tỷ số giữa lượng methanol 
và lượng cthanol tìm được phải tương ứng với tỷ lệ này 
của côn công nghiệp đã sử dụng.

Phương pháp 3
Phương pháp này chỉ dùng để khảo sát những chế phẩm 
thuôc dạng lỏng, chắc chấn chứa ethanoỉ đồng thời với 
các chất tan khác, nhtmg các chất này phải được tách khỏi 
ethanoỉ khi cất.
Khi cất nếu trong mẫu thừ, ngoài cthanol và nước, còn có 
lần các chất bay hơi khác thì các hướng dần thich hợp sẽ 
được quy định trong chuyên luận riêng.
Hàm lượng cthanol chứa trong một chất lỏng được biểu thị 
bằng sổ thê tích etbanol trong 100 thể tích chất lỏng ấy ờ 
20 °c  i- 0, j °c  và được hiểu là phàn trăm cthanol tính theo 
thể tích/thc tích.
Hàm lượng cũng có thê được biểu thị bằng gam cthanol 
cho 100 g chất lỏng và được hiểu là phần trăm ethanoỉ tính 
theo khối lượng/khối lượng.
Liên quan giữa tỷ trọng ở 20 °c ± 0,1 °c, tỷ trọng (ương 
đôi (đã hiệu chinh ờ chân không) và hàm lượng ethanol 
của hồn hợp nước và cthanol được ghi trong Báng của Tổ 
chức Quốc tá về Đo lương hợp pháp (1972)* Khuyên cáo 
Quốc tể số 22**.
í International Organisaúon íor Legal Metrology (1972).
** International Recommcndation (No 22)].

Thiết bị
Thiết bị (Hình 10.12) bao gồm một bình cầu thủy tinh đáv 
tròn (A) găn với một đâu cất có bộ phận bẫy hơi (B), bộ 
phận này được nối với một ống sinh hàn (C) đặt thẳng
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đứng. Tiếp theo là một ống dần gắn vào phân thâp của ùng 
sinh hàn dẻ dẫn dịch cất vào bình hứng (D). Bình hứng cỏ 
vạch định mức dung tích 100 ml hoặc 250 ml. Trong suốt 
quá trình cất, bình hửng này được nhúng trong cốc (E) 
chứa hồn hợp đá và nước đá. Ngoài ra còn có thêm một đĩa 
có khoét thùng một lỗ tròn đường kính khoảng 6 cin đật 
dưới binh cất để bào hiểm.

Hình Ỉ0.Ỉ2 - Dụng cụ để xác định hàm lượng ethanol 
(Kích thước tính bang miỉimẻt)

Xác định bằng lọ đo tỷ trọng (Pycnomet)
Đong chính xác 25 ml chế phẩm ờ 20 °c  JL 0,1 °c chuyển 
vào bình cất. Pha loãng với 100 ml đến 150 ml nước cất 
và thèm vài hạt đá bọt. Lấp hệ thống chưng cất. Chung 
cât và hửng không dưới 90 mỉ dịch cât vào bình định mức 
100 ml. Điều chinh nhiệt độ dịch cất tới 20 °c  ± 0, ỉ°c, 
pha loãng đến 100 ml bầng nước cắt ở 20 °C' ± 0,1 °c. 
Xác định tỷ trọng tương đổi ở 20 °c ± 0,1 °c bằng lọ đo tv 
trọng (Phụ lục 6.5).
Hàm lượng ethanol tính bàng phàn trăm theo thể tích bằng 
4 lần trị so chỉ ra trong cột 3 ờ Bàng 10.12. (Liên quan 
giữa tỷ trọng, tỳ' trọng lương đôi và hàm lượng ethanol 
trong (lung dịch). Biếu thị kết quả với một chừ số ờ phần 
thập phân.

Xác định bằng tỷ trọng kế (Phụ lục 6.5)
Đong chinh xác 50 m! chế phẩm ờ 20 'JC ± 0,1 °c chuyên 
vào binh cát. Pha loãng với 200 ml đốn 250 rnl nước, cất 
và thêm vài hạt đá bọt. I.ap hộ thống chưng cất. Chưng cất
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và hứng không dưới 180 ml dịch cát vào hình định mức Hàm lượng ethanol tính bàng phần trăm theo thổ tích bằng
250 ml. Điêu chỉnli nhiệt độ dịch càt lứí 20 °c ± 0,1 3C; 5 lán trị sò chi ra trong cột 3 ừ Bảng 10.12 (Liên quan giữa
pha loăng đen 250 ml bằng nước cắt ờ 20 °c ± 0.! °c. tỷ trọng, tỳ trọng tưưng dối và hàm lượng ethano! trong
Chuyển dịch cất vào một ông đong hình trụ có đường kính dung dịch). Biểu thị kết quà ờ dạng có một chừ số ờ phần
lớn hơn đường kính bầu của tỷ trọng ké ít nhất 6 mm. Ncu thập phân, 
thể tích dịch cất không đủ, tăng lượng mẫu gấp đôi và pha 
loãng dịch cất đến 500 ml bằng nước cất ở 20 °c  ± 0,1 °c.

Bàng Ỉ0.Ỉ2 - l.ièn quan giữa tỳ trọng, tv trọng tương đối và hàm lượng ethanol
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p 20
Tỷ trọng tưoiig 

đoi cua dịch cất đo
Hàm lượng 
ethanol tính p 2 (ì

Tỳ trọng tương 
đối của dịch cất đo Hàm lưọng cthanol 

tính theo % (tt/tt)
ở 20 °c(kg-nr3) trong không khí

ờ 20 °c  (¿£)
theo % (tt/tt)

ờ 20 °c
(kg-m--')

1
trong không khỉ

ở 20 °c  ( ¿ ° )
1 2 3 1 2 ; 3

968,0 0,9697 25,09 983,5 0,9853 11,02
968,5 0,9702 24,64 984,0 0,9858 1 10,60
969,0 0,9707 24,19 984,5 0.9863 10,18
969,5 0,9712 23,74 985,0 0,9868 9,76
970,0 0,9717 23,29 985,5 0.9873 9,35
970,5 0,9722 22,83 986,0 i 0,9878 8,94
971,0 0,9727 22,37 , 986,5 0,9883 8,53
971,5 0,9733 21,91 987,0 0,9888 8,13
972,0 0,9738 21,45 987,5 0,9893 7,73
972,5 0,9743 20,98 988,0 0,9898 7,34

973,0 0.9748 20,52 988,5 0,9903 6,95
973,5 0,9753 20,05 989,0 0,9908 6,56
974,0 0,9758 19,59 989,5 0,9913 6,17

974,5 0,9763 19,12 990,0 0,9918 5,79

975,0 ! 0,9768 18,66 990,5 0,9923 5,42
975,5 Ị 0,9773 18,19 991,0 0,9928 5,04
976,0 0,9778 17,73 991,5 0,9933 4,67
976,5 0,9783 17,25 992,0 0,9938 4,30
977,0 ! 0,9788 16,80 992,5 0,9943 , 3,94
977,5 0,9793 16,34 993,0 0,9948 3,58
978,0 0,9798 15,88 993,5 1 0.9953 3,22
978,5 0,9803 15,43 994,0 0,9958 2,86
979,0 0,9808 14,97 994,5 0.9963 2,51
979,5 ■ 0,9813 14,52 995,0 0,9968 1 2,16
980,0 0,9818 14,07 995,5 • 0,9973 ị 1,82
980,5 0,9823 13.63 996,0 0,9978 1,47"
981,0 0,9828 : 13,18 ! 996,5 0.9983 1,13
981,5 í 0,9833 12,74 997,0 0,9988 0,80
982,0 0,9838 12,31 997,5 0,9993 0,46
982,5 0,9843 11,87 998,0 0,9998 0,13
983,0 0,9848 11,44
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10.13 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG METHANOL VÀ 
PROPAN-2-OL

Phương pháp
Tiến hành phương pháp sắc ký khí (Phụ lục 5.2), sử dụng 
các dung dịch sau:
Dung dịch chuân nội: Chuân bị một dung dịch chứa 
propan -ỉ-oỉ (77) 2,5 %.
Dung dịch ỉ hử: Thêm 2,0 ml dung dịch chuẩn nội vào 
bình định mức dung tích 50 ml có chứa dịch cât mầu thử 
(dịch cất thu được từ phương pháp 3, chuyên luận xác định 
hàm lượng ethanol, Phụ lục 10.12), điêu chinh hàm lượng 
ethanol tới 10 % (tt/tt) bàng cách pha loãng với nước hoặc 
với ethanol 90 % (.77) vừa đủ để dạt tới 50 ml dung dịch 
thừ, tùy theo híàm hrợng ethanol trong dịch cất cao hay 
thấp hơn 10,0 % (tt/tt).
Dưng dịch doi chiểu'. Chuẩn bị 50 ml dung địch chứa
2,0 ml dung dịch chuẩn nội. 10 % (tt/tt) ethanol (TT),
0. 05.% (tt/tt) propan-2-oỉ (77) và một lượng methanol 
khan (77) vừa đù đê có nồng độ tổng cộng của methanol 
trong dung địch này là 0,05 % (u/tt) kổ cả lượng methanol 
chửa trong ethanol (TT).

Quá trình sẳc ký
Có thể thực hiện băng cách sử dụng cột thủy tinh đã 
nhồi hạt xôp copolvmer ethylvinylbenzen divinylbenzen 
(125 pm đến 150 pm) với nhiệt độ cột đặt và duy trì ở 
130 °c, buồng tiêm ở 200 °c, detector 220 °c. Tiêm 1 pl 
mồi dung dịch trên. Từ các sắc ký đồ thu được, tính hàm 
lượng methanol và propan-2-ol có trong sản phẩm gốc.

Độ nhạy của phương pháp
Với phương pháp này có thể phát hiện được hàm lượng 
methanol và propan-2-ol thấp hơn 0,025 % (tt/tt).

10.14 XÁC ĐỊNH DUNG MỎI TÒN DƯ

Quy trình mô tá trong phụ [ục này được ảp dụng đổ xác 
định dung môi tồn dư trong các trường hợp:
1. Định tính dung môi nhóm 1 và dung môi nhóm 2 tồn dư 
trong dược chất, tá dược, hay dược phẩm;
2. Thừ giới hạn dung môi nhóm 1 và dung môi nhóm 2 khi 
chúng tồn tại trong dược chất, tá dược, hav dược phẩm;
3. Định lượng dung môi nhóm 2 khi lượng tồn dư lớn hom 
1000 phân triệu (0,1 %) hoặc định lượng dung môi nhóm 
3 tổn dư khi có yêu càu.
Các dung môi tôn dư nhỏm 1, nhóm 2, nhóm 3 được liệt 
kè tại các bảng trong Phụ lục 10.14.1 Quy định đổi với tạp 
chât là dung môi tòn dư.
Chuyên luận này giới thiệu 3 cách pha mầu thừ và các 
diêu kiện kỹ thuật liêm pha hơi các mầu thử hóa hơi lẻn 
hệ thông săc ký khi. Sừ dụng hai hệ sãc ký, hộ sẩc ký A 
thường được chọn trước, còn hệ sắc ký B thưÒTig được 
dùng đê cung co kết quả phát hiện. Việc chọn cách pha 
mâu thử tùy thuộc vào độ tan cùa mầu thừ. Trong mọt sổ 
ít trường hợp cách pha mẫu tùy thuộc dung môi tồn dư càn 
kiểm tra.

Dược ĐIÊN VIỆT N AM V

Các dung môi ton dư sau đây không de dàng phát hiện 
được bằng các điều kiện tiêm pha hơi ghi trong chuyên 
luận này: fonnamid, 2-ethoxycthanoL 2-mcthoxyethanol, 
elhylen glycol, N-methylpyrro!idon vả sulfolan. Phải áp 
dụng các qui trinh khác thích hợp đê kiếm tra sự tồn dư 
cùa các dung mỏi trên.
Khi dùng qui trình của chuyên luận này để định lượng các 
dung môi tồn dư, phải tiến hành thẩm định qui trình.

Tiến hành
Thực nghiệm bàng phương pháp sắc kỷ khí (Phụ lục 5.2) 
với kỹ thuật liêm pha hơi tĩnh (static head-space injection).

Pha mẫu thừ
Cách 1: Dùng đổ kiêm tra dung môi tồn dư trong các chát 
tan trong nước.
Dung dịch mầu thử (!): Hòa tan 0,200 g mẫu thử trong 
nước, pha loãng với nước tới 20,0 mi.
Cách 2: Dùng đê kiêm tra đung môi tôn đư trong các chất 
không tan trong nước.
Dung dịch mẫu thừ (2): Ilòa tan 0,200 g mẫu thử trong 
N,N~dìmethvlformamid (DMF) (77), pha loãng tới 20,0 ml 
với cùng dung môi.
Cách 3: Dùng để kiểm tra N,N-dimethylacetamìd vàdioặc 
N,N-dimethylformarnid khi biết rõ hoặc nghi ngờ có một 
hoặc cả hai dung môi này tồn dư trong mẫu thừ.
Dung dịch mầu thứ (3): Hòa tan 0,200 g mẫu thừ trong 
ỉ D-dimethyỉ-2-im idazo ỉ id ì non (DMỈ") và pha loãng đến
20.0 ml với cùng dung môi.
Khi không cỏ cách pha mẫu nào nêu trên phù họp với mẫu 
thử, thi cách pha mẫu thừ và điều kiện tiêm pha hơi tĩnh áp 
dụng phài được chứng minh là phù hợp.
Dung dịch dưng mói (a): Hòa lan 1,0 ml dung dịch dung 
môi tồn dư nhỏm ỉ chuẩn với 9 ml dimethyl sulfoxid (TT) 
và pha loâng với nước thành [00 ml. Pha loãng 1.0 ml 
dung dịch này với nước thành 10,0 ml.
Dung dịch dung mỏi (b): Hòa tan một lượng thích họp 
dung mỏi tồn dư nhỏm 2 trong dimethyl sulfoxid (TT). Pha 
loãng với nước thành 100,0 mỉ. Tiếp tục pha loãng dê thu 
được dung dịch có nồng độ bàng 1/20 giới hạn quy định 
tại Bàng 10.14.1-2 trong Phụ lục 10.14.1 Quy định đối với 
tạp chất là dung môi tồn dư.
Dung dịch dung môi (c): Hòa tan 1,00 g dung môi hoặc 
các dung môi cỏ trong mẫu thư với dimethyl su If ox id (77) 
hoặc nước (nêu thích hợp), và pha [oàng với nước thành
100.0 mí. Tiếp tục pha loãng đổ thu được dung dịch có 
nông độ bàng 1/20 giới hạn quy định tại Bàng 10.14.1-1 
hoặc Bảng 10.14.1-2. trong Phụ lục 10.14.1 Qui định đổi 
với tạp chất là dung mỏi tồn dư.
Dung dịch máu trăng: Chuân bị như cách pha dung dịch 
dung môi (c) nhưng không thêm dung mói cần xác định 
(de kiểm tra sự vắng mặt cùa các pic nhiều).
Dung dịch thừ: Lây 5,0 ml dung địch mẫu thừ và 1,0 ml 
dung dịch mẫu tráng cho váo một lọ đựng mẫu tiêm.
Dung dịch dối chiêu (a) (nhóm 1): Lẩy 1,0 ml dung dịch 
dung môi (a) và 5,0 ml chat pha loãng thích họp vào một 
lọ đựng mau tiêm.
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Dang dịch dối chiếu (ơị) (nhóm I): Lấy 1,0 ml dun lĩ dịch 
dung môi (a) và 5,0 rnl dung dịch mẫu thử vào một lọ đựng 
mẫu dèm.
Dung dịch dổi chiếu íb) (nhóm 2): Lấy 1,0 ml dung địch 
dung môi (b) và 5,0 ml chất pha loans thích hợp vào một 
lọ đựng mầu tiêm.
Dung dịch đôi chiêu (c): Lấy 1,0 ml dung dịch dung môi 
(c) và 5,0 ml dung dịch mầu thử vào một lọ đựng inẫu tiêm. 
Dung dịch đổi chiếu (d): Lay 1,0 ml dung dịch mẫu trắng và
5,0 ml chat pha loãng thích họp vào một lọ đựng mầu tiêm. 
Đóng kín các lọ đựng mẫu tiêm nói trên bàng nút cao 
su cỏ bao lớp polytctraíluorocthylcn và giừ bơi một vỏng 
chụp ngoài hẩng nhôm. Lắc mạnh dể có một dung dịch 
đồng nhất.
Các điều kiện tiêm phơ hơi tĩnh cỏ thê dùng:

Thung số hoạt động
Cách pha mẫu 

2 3
Nhiệt độ cân bằng (°C) 80 105 80

; Thời gian cân bằng (min) 60 ■ 45 45
’ Nhiệt độ dòng chày (°C) ' 85 ' 110 105 :
Khí mang Nitrosen hoặc hell dùng cho

sấc ký khí ờ áp suất thích họp 
Thời gian điều áp (s) 30 30 30
Thể tích tiêm (ml) 1 i 1 1

Điều kiện sắc ký
Hệ sắc kỳ A
Cột mao quân thủv tính hoặc cột có nòng rồng, dài 30 m, 
đường kính trong 0.32 mm hoặc 0.53 mm được phủ bàng 
lóp các polymer liên kết mạng gồm polvdimcthylsiloxan 
94 % và polycyanopropylphenylsiloxan 6 % (dày 1,8 pm 
hoặc 3,0 pin).
Khí mang: Nitrogen dừng cho súc ký khi hoặc heìi dùng 
cho sắc kỷ khí, tỳ lệ chia dòng ] : 5, tôc độ dòng khoảng 
35 cm/s.
Detector ion hóa ngọn lừa [có thê dùng dctcctor khói phò 
hoặc để phát hiện dung môi tồn dư nhóm 1 ờ dạng họp 
chất clor hỏa có thể dùng detcctor thu (bắt) điện từ].
Duy trì nhiệt độ cột ờ 40 °c\ trong 20 min, sau dó gia tăng 
nhiệt độ với tổc dộ 10 °c/min cho đốn khi đạt 240 °c, giữ 
ờ 240 °c trong 20 min. Nhiệt độ buồng tiêm 140 °c, nhiệt 
độ dctector 250 °c.
Hệ sắc kỷ H
Cột mao quản thủy tinh hoặc cột có nòng rồng, dài 30 m 
có đường kính trong 0,32 mm hoặc 0,53 mm, dược phu 
macrogol 20 000 dày 0,25 pm.
Khí mang: Nitrogen dùng cho Stic kỷ khí hoặc heli dùng 
cho săc ký’ khi, tv lệ chia dòng 1 : 5, tôc độ dòng khoáng 
35 cm/s.
Detector ion hóa ngọn lừa (có thể dùng detectơr khối phô 
hoặc đề phát hiện dune môi ton dư nhóm 1 ờ dạng hợp 
chất cloriđ có thể dùng detector thu (hắt) điện từ].
Duv tri nhiệt độ cột ờ 50 “(' trong 20 min, sau dó gia tăng 
nhiệt độ với tốc độ 6 °C7min cho den khi đạt 165 °C'. (ỉiừ ở
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165 °C' trong 20 min. Nhiệt độ buồng tiêm ở 140 °c, nhiệt 
độ detector ừ 250 °c.
Phân tích trên hệ .4
Tiêm 1 nil pha hơi của dung dịch đổi chiếu (a), ghi sẳc ký 
dồ ờ các diêu kiện sao cho có thé xác định đưcrc tỳ lộ tín 
hiệuúihiỗu cua 1,1,1-tricloroelhan. Tỳ lệ tín hiệu/nhiều của
1,1,1-triclorocthan không được nhỏ hơn 5; xem sắc ký đồ 
tại Hình 10.14-1.
Tiêm 1 ml pha hơi của dung dịch đối chiếu (a,). Pic của 
các dung môi nhóm 1 thường được phát hiện.
Tiêm 1 ml pha hơi của dung dịch đổi chiếu (b), ghi sấc ký 
đồ ờ các điều kiện sao cho hệ số phân giải giữa acetonitril 
và methylcn clorid có thê xác định được. Hệ sắc ký A sẽ 
thích họp nếu hộ số phân giải giữa acetonitril và Iĩietbylen 
ciorid không nhỏ hưn 1,0 và sắc ký đồ có dạng như Hình 
10.14-2.
Ticm 1 ml pha hơi của dung dịch thừ lên cột phân tích của 
hộ A. Neu sac ký đô thu được không có pic nào tương ứng 
với một trong các pic cùa nhũng dung môi tồn dư trong sắc 
ký đồ cho bởi các dung dịch đổi chiếu (a) và (b) thì mẫu 
thử đạt ycu cầu. Neu sắc ký đồ của mẫu thừ có pic tưong 
ứns với pic của một trong nhừng dung môi tồn dư trong 
sắc kv đồ cho bởi các dung dịch đối chiểu (a) và (b), thì 
phải tiếp tục phân tích trên hệ B.
Phân tích trên hệ B
Tiêm 1 ml pha hơi của đung dịch đối chiếu (a) ghi sấc 
ký đồ ờ các điều kiện sao cho có thể xác định được tỷ lệ 
tín hiệu/nhiỗu của benzen. Tỷ lệ tín hiệu/nhiều cùa benzen 
không được nhỏ hơn 5. Xem sắc ký đồ tại Hình 10.14-3. 
Ticm 1 ml pha hơi cùa dung dịch đổi chiếu (a,)- Pic của 
các dung mỏi nhóm 1 thường dược phát hiện.
Tiêm 1 ml pha hơi của dung dịch đối chiêu (b), ghi sẳc ký đô 
ở các điều kiện sao cho hệ số phân giải giữa acetonitril vả 
triđoroethylcn cố thể xác định được. Hệ sắc ký B sẽ thích 
hợp nếu hệ sổ phân giải giữa aeetonitrí! và tricloroethylen 
không nhò hơn l ,0 và sấc kỷ đồ có dạng như Hình 10.14-4. 
Tiêm 1 mi pha hơi cùa dung dịch thử. Neu sắc ký đô thu 
được không cỏ pic nào tương ứng với một trong các pic 
cùa dung môi tồn dư trong sác ký đồ cho bời các dung dịch 
đối chiếu (a) và (b) thi mẫu thừ đạt yêu cẩu. Neu sac ký dô 
của mẫu thử có pic tương ứng với một trong những pic cùa 
dung môi tồn dư trong sắc ký đồ cho bởi các dung dịch đối 
chiếu (a) và (b) và phủ hợp với kết quả phân tích trên hộ A 
thì ticn hành như sau:
Tiêm 1 mi pha hơi của dung dịch đối chiếu (c) lên cột phân 
tích của hệ A hoặc B. Điều chình độ nhạy của hệ thong sao 
cho chiều cao của pic dung môi tồn dư (hav cùa các dung 
môi tồn dư) không dưới 50 % của thang đo.
Tiêm 1 ml pha hữi của dung dịch đối chiếu (đ) lên cột. Phải 
không có pic nhiễu nào được phát hiện. Tiêm 1,0 ml pha 
hơi của dung dịch thử và 1,0 mỉ pha hơi cùa dung dịch đôi 
chiếu (c) lên cột. Tiêm lặp lại 2 lần nữa.
Diện tích pic trung binh của dung mỏi ton dư trong săc 
ký đò cho bời dung dịch thử không được lớn hơn một nứa 
(1/2) diộn tích trung binh của pic tương ứntỉ trong săc ký
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đồ cho bời dung dịch đối chiếu (c). Thử nghiệm chỉ có giá 
trị nếu độ lệch chuẩn mong đối cùa các hiệu sô giữa ba cặp 
diện tích pic của chất phân tích thu được từ dung dịch đối 
chiếu (a) và dung dịch thử nhỏ hom 15 %.

D ư ợ c  ĐIÊN V] HT NAM V

Khi hám lượng dung môi tồn dư thuộc nhóm 2 hoặc nhóm 
3 ỡ mức 0,1 % hoặc lớn hơn thi cỏ thổ tiến hành định lượng 
bảng phương pháp thêm chuản.
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4. benzcn 14. 1,2-dicloroethan 52. 1,1,1-tricloroethan
10. carbon tetrachlorid 15. 1,1-dicloroethyien

Hình Ỉ0.Ỉ4-Ỉ - sấc ký đồ các dung môi nhóm 1 phân tích trên hệ thống A theo qui trình 1.
Detector ion hóa ngọn lửa

3. acetoniíril 17. dicloromethan 49. pyridin 61. tctralin
11. cloroíbrm 23. 1,4-dioxan 51. toluen 62. mcthylcyclohexan
13. cyclohexan 29. hexan 53. 1,1,2-tricloroethylen 63. nitromethan
30. 2-hexanon 54. xylen (ortho, mela. para) 64. 1,2-dimethoxyethan
16a. C7.y-1.2- diclorocthylen 34. methanol 58. clorobenzen

Hình ỉ 0.14-2 - sẳc kv đồ các dune mỏi nhóm 2 phán tích trên hệ thống A theo qui trình 1.
Detector ion hỏa ngọn lừa
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1. 1,1-dicloroethen 3. carbon tetraclorid 5. 1,2-dicloroethan
2, 1,1,1 -tricloroethan 4. benzen

Hình 10. ỉ 4-3 - sắc ký đồ các dung môi nhóm 1 phân tích trên hộ thống B theo qui trình 1.
Detector ion hóa ngọn lửa

1. methanol
2. acctonitril
3. dicloromethan
4. hexan
5. cữ-l,2-dichỉoroethen
6. nitromethan

7. clorofonn
8. cyclohexan
9. 1,2-dimetbuxyetluin
10. 1,1,2-tricloroethen
11. methylcyclohexan
12. 1,4-dioxan

13. pvridin
14. toỉuen
15. 2-hexiinon
16. clorobenzen
17. X )  len (ortho, meta, para)
18. tctralin (tr- 28 min).

Hình ỉ 0.14-4 - sảc ký dồ các dung môi nhỏm 2, phán tích trên hệ thống B theo qui trình 1.
Detector ion hóa ngọn lửa
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Lớn hơn ì/2 diện tích pic cho 
bởi dung dịch dôi chiêu

t

Không đạt

ỉ  lình 10. ỉ 4-5 - Sơ đô các bước tiến hànli định tính và thử giới hạn các dung môi tồn dư
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10.14.1 Quy dịnlì đối vói tạp chất là dung môi tồn dư
('['heo tài liệu CPMP/ICH/283/95)

í. Mở đầu
Mục tiêu cùa Quy định nàv là đê ra lượng dune mòi cho 
phép tồn dư tronẹ dược phẩm, nhầm bão đảm sự an toàn 
cùa người bệnh. Quy định khuyển cáo dùng các dung mòi 
ít độc và đưa ra những giới hạn độc tính có thể chấp nhộn 
được đối với một số dung môi.
Dung môi tồn dư trong dược phẩm là các chất hữu cư bay 
hơi, dược SÌT dụng hoặc sinh ra trong quá trình sân xuãt 
các dược chất, tá dược hoặc trong quá trình bào che các 
dược phẩm. Các dung môi này không loại bò được hoàn 
toàn trong quá trình sản xuất. Sự chọn lọc dung môi thích 
hợp dùng trong tổng hợp các dược chất có thể nàng cao sản 
lượng hoặc quyết định các đặc tính như dạng tinh thổ, độ 
tinh khiết, tính hòa tan cùa sản phâm. Vì vậy, đôi khi dung 
môi là một yếu tố quyết định trong quy trình tom» hợp. 
Quy định này không đề cập đến các dung môi dùng có cân 
nhấc kỳ lường như một chất phụ gia, hoặc đen các solvat. 
Tuy nhicn hàm lượng dung môi trong các sản phẩm loại 
này phải được xác định và chứng minh hợp lý.
Vì các dung môi tồn dư khống có tác dụng điểu trị, các 
dung môi này phài được loại bò đen mức toi đa dể đạt 
được các yêu cầu kỷ thuật cùa sàn phâm, việc thực hành 
tốt sản xuất (GMP) hoặc các yêu cầu chất lưựng khác. 
Dược phẩm phải chứa một mức dung môi tồn dư không 
được cao hơn các dữ liệu an toàn. Phải tránh dùng một sổ 
dung môi có độc tỉnh không thể chấp nhận được (dung môi 
Nhóm 1. Bàng 10.14.1-1), trử khi lợi ích cùa việc sử dụng 
chúng được xác định chắc chan. Một sỏ dung môi có độc 
tính ít nguy hiẻm hcm (dung môi Nhóm 2, Bàng 10.14.1 -2) 
cũng cần phải dùng hạn chế, đê bào vệ người bệnh khỏi 
tác dụng độc hại. Tốt nhất phải dùng các dung môi ít độc 
(dung môi Nhóm 3, Bàng 10.14.1-3).

2. Phạm vi áp dụng
Các dung môi tôn dư trong dược chât, tá dược và dược 
phẩm thuộc phạm vi áp dụng cùa quy định này. Vì thê phải 
thực hiện phép thừ tìm các dung môi tồn dư trong quá trình 
sản xuất hay tinh chế đe kiểm soát sự hiện diện cùa chúng. 
Chỉ càn kiểm tra đối với các dung môi đà được sử dụng 
hay được sản sinh ra trong quá trình sàn xuất hoặc tinh 
che các dược chất, tá dược hoặc dược phâm đó. Mặc dù 
các nhà sàn xuất có thể chọn phương pháp xác định hàm 
lượng dung môi tồn dư trong sản phâm, ta vẫn có thê tính 
hàm lượng đó, đi từ hàm lượng dung môi tồn dư trong các 
thành phần dùng để sản xuất ra sản phârn đó. Neu kết quá 
tính toán bang hoặc thấp hơn giới hạn cho phép đã dược 
khuyến cáo trong bản quy định này, thì không cần tiến 
hành thí nghiệm trên sản phàm. Trái lại, nểu kết quà tính 
được vượt mức giới hạn cho phép, dược phẩm phải được 
thừ nghiệm đc biết chác chẳn lượng tồn dư dung môi đó 
có năm trong phạm vi cho phép không. Sản phâm cùng 
phải được thử nghiệm nếu có dùng dung môi trong quá 
trinh sàn xuất.
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Quy trình này không áp dụng cho dược chất, tá dược hoặc 
sản phàm mới đang trong quá trình nghiên cứu áp dụng 
lâm sàng và cũng không áp dụng cho các dược phẩm đang 
được lưu hành trôn thị trường,
Quy định này áp dụng cho mọi dạng bào chế và mọi cách 
dung thuỏc. Trong một vài trường hợp, có thổ cho phép 
giới hạn dung môi tòn dư cao lum như khi dùng trong thời 
gian ngăn (30 ngày hay ít hơn), hoặc khi đùng dạng thuốc 
đắp. Việc chứng minh sự dứng dẳn của giới hạn cao này 
phải dựa trên cơ sở của từng trường hợp một.
Xem Chú thích 2 (ờ bên dưới) để biết thêm thông tin cơ 
bản có liên quan tới các dung môi tồn dư.

3. Các nguyên tẳc cơ bản

Phàn loại dung môi ton du' theo mức độ nguy hiểm
Thuật ngữ “liều có thê dung nạp được cho mỗi ngày” 
{tolerable daily intake, Tỉ)ỉ) được Chương trinh quốc tc 
về an toàn hóa chất (1PCS) sử dụng và thuật ngữ “liều cỏ 
thể dùng mồi ngày” (acceptable daily intake ADỈ) được To 
chức Y tổ The giới, các Viện và các cơ quan quản lý sức 
kbòe quốc gia và quốc tế khác sử dụng để chỉ giới hạn hàm 
lượng các hóa chất độc có thế dùng mỗi ngày.
Thuật ngữ mới “liều phơi nhiễm được phép mỗi ngày” 
(permitted daily exposure, PDF.) được nêu trong Quy định 
này là một lượng dung môi tôn dư trong dược phâm có 
thể đưa vào cơ thể, để tránh nhầm với liều ADỈ của cùng 
dung môi.
Các dung môi tồn dư ghi trong Quy định này được liệt kê
theo tên thông thường. Chúng được phân làm 3 nhóm, tùy
thuộc khá năng gây độc đổi với sức khòe con người, như sau:
Nhỏm ỉ : Các dung môi phải tránh sử dụng
Các chất gây ung thư cho người hay có khả nâng gây ung
thư cho người rõ rệt. Các chất gây nhiễm độc môi trường.
Nhóm 2: Các dung môi phủi hạn chê sử dụng
Các chất gây ung thư trcn động vật, không độc cho gcn
hoặc các tác nhân có thể gây độc không hồi phục như độc
tính trên thần kinh hoặc gây quái thai. Các dung môi nghi
có độc tính quan trọng, nhưng hồi phục được.
Nhỏm 3: Các dung môi độc tính thấp
Các dung mòi có độc tính thấp trôn người: Không cân xác
định liều gây tác hại cho sức khỏe.
Các dung môi Nhóm 3 cỏ liều phơi nhiềm được phép môi 
ngày (PDK) bàng hoặc lớn hơn 50 mg/ngày.

Phương pháp xác dinh giới han phơi nhiêm
Phương pháp dùng để xác định lieu PDE cùa các đung môi 
tồn dư dược giới thiệu trong Chú thích 3. Tóm lắt các dử 
liệu về độc tính dùng đe thiết lập PDE được công bố trong 
Pharmeuropa Vo ỉ ì, No ỉ, Supplement April/] 997.

Phương pháp xác định giới hạn dung môi Nhóm 2
Có hai cách có thể áp dụng dể xác định giới hạn cho các 
dung môi Nhóm 2.
Cách ỉ :
Cỏ the dime hàm lượng (nồng độ) eiới hạn tính theo phần 
triệu (ppm) ghi trong Bàng 10.14.1-2. Các none độ nàv
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được tính theo công thức (1) với lượng chế phẩm dùng mỗi 
ngày cho là 10 g.

1000 X PDE
Nông độ (phân triệu) --------- --------- (1)

Trong đó:
PDE là liều phơi nhiễm được phép mỗi ngàv tính theo mg/ngày; 
10 là sổ lấy làm lượng chế phẩm dùng trong mỗi ngày và tính 
theo g/ngày.
Giới hạn này áp dụng cho mọi dược chất, tá dược hoặc 
dược phám. Cách 1 có thể áp dụng ncu tiều dùng hàng 
ngày không được biết hoặc không được quy định cụ thê. 
Khi mọi tá dược, dược chất có trong công thức bào che 
đáp Úng với giới hạn cho bời cách 1, các thành phẩn của 
chế phâm có thổ dùng theo bất kỳ tỷ' lệ nào. Không cần 
tính toán gì thêm, nếu liều đùng mồi ngày không quá 
10 g. Chế phâm có liều dùng lớn hơn 10 g mồi ngày phải 
tính theo cách 2.
Cêcb 2:
Không nhất thiết mỗi thành phần của dược phẩm đều phải 
đáp ứng giới hạn đà đưa ra trong cách 1. Có thể dùng PDE 
tính theo mg/ngày ghi trong Bảng 10.14.1 -2, cùng với liều 
tối đa mồi ngày và công thức (1) đổ xác định hàm lượng 
dung môi tồn dư cho phcp trong dược phẩm. Các giới hạn 
này được chấp nhận miễn là chứng minh được rằng dung 
môi tồn dư đã được giảm đến lượng thực té tối thiểu. Các 
giới hạn nàv phải thực tể có liên quan đen độ chính xác cùa 
phép phân tích, điêu kiện sản xuất, các thay đổi hợp lý của 
quá trinh sàn xuẩt và các giới hạn phải thực hiện các tiêu 
chuẩn công nghệ đương thời.
Có thê áp dụng cách 2 bàng cách cộng các lượng dung môi 
tồn dư trong mồi thành phần của chế phẩm. Tồng lượng 
dung môi dùng trong ngày phải thấp hơn PDE.
Hãy xét một ví dụ áp dụng cách 1 và cách 2 cho dung 
mòi acetomtril trong một dược phẩm. PDE cùa acctonitril 
là 4,1 mg/ngày. Như vậy, giới hạn tính theo cách 1 là 
410 phần triệu (410 ppm). Lượng dùng tối đa mỗi ngày 
của dược phâm là 5,0 g; được phẩm chửa 2 tá dược. Thành 
phần dược phám và hàm lượng tối đa cùa acetonitril tồn dư 
thể hiện trong bảng sau đâv:
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Thành phần
Lượng trong 

công thức 
bào chế

Hàm ỉưựng Ị
acetonitril

Lượng phơi 
nhicm mỗi :

ngày ị
, Dưọc chất 0,3 g 800 X HƯ’ 0,24 mg ;

Tá dược 1 0,9 g 400 X 10-6 : 0,36 mg ,
Tá dược 2 3,8 g 800 X 10'6 3,04 mg

Dược phẩm 5,0 g 728 X 10-6 =
J.

3,64 rng

Tá dược 1 đáp ứng giới hạn tính theo cách 1. 
ĩ  á dược 2, dược chất và dược phẩm không đáp ứng giới 
hạn tính theo cách 1.
Tuy thế, dược phẩm tíiứi theo cách 2 đáp ứng giới hạn 
4,1 mg/ngày. va như vậy phù hợp với yêu cẩu cùa quy 
định này.

Hãy xét một ví dụ khác, coi acetonitril là dung môi tồn dư. 
Lượng dùng tối đa môi ngày cùa một dược phẩm là 5,0 g, 
dược phẩm có chứa 2 tá dược. Thành phàn dược phẩm và hàm 
lượng tối đa của acetonitril tồn dư thê hiện trong bàng sau:
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Lượng Hàm lưong Lượng
Thành phần trong công acetonitril phoi nhiễm

thức chê môi ngàv
Dược chắt Ị 0,3 g ! 800 X Ị 0'6 : 0,24 mg
Tá dược 1 0,9 g , 2000 X 10 C ị 1,80 mg
Tá dược 2 3,8 g j 800x 10-6 1 3.04 mg

Dược phẩm 5,0 g 1016 X 106 1 5,08 mg

Trong ví dụ này, dược phẩm không dáp ứng giới hạn tính 
theo cách 1 và cả cách 2 băng cách cộng. Nhà sàn xuât 
phải thừ nghiệm dược phẩm đổ xcm quá trình bào chế cỏ 
làm giảm mức độ tôn dư cùa acetonitril không. Nêu suốt 
quá trình bào ché, mức acetonitril không giảm tới giới hạn 
cho phép, khi đó nhà sàn xuât pbài tiến hành các bước 
làm giảm lượng acetonitril trong dược phâm. Ncu tất 
cả các bước này không làm giảm được mức tồn dư của 
acetonilril, trong trường hợp đặc biệt, nhà sản xuất có thề 
cung cấp bản tóm tắt những cố gắng để giảm lượng dung 
môi tồn dư, nhằm dạt quy định này, và đưa ra lý lẽ phân 
tích nguy cơ/lợi ích khi dùng chế phẩm có chứa dung môi 
tồn dư ờ mức cao này.

Qui trình phân tích dung môi tồn dư
Phương pháp phân tích dung môi tồn dư thông thường là 
dùng kỹ thuật sắc ký’ như sắc ký khí. Nếu thích hợp, dùne 
phương pháp xác định dung môi tôn dư mô tả trong dược 
điên. Ngoài ra, nhà sản xuất có thê tự do chọn lựa một quy 
trình phân tích có hiệu lực thích hợp nhất đê áp dụng riêng. 
Nêu chì hiện diện dung môi Nhỏm 3 thôi, có thê dùng một 
phương pháp không đặc hiệu như phương pháp Xác định 
mất khối lượng do làm khô (Phụ lục 9.6).
Thẩm định các phương pháp xác định dung môi tồn dư 
phải tuân thủ các quy định cùa ICH (Hội nghị quốc tế về 
hài hòa các yêu câu kỳ thuật đê đăng kỷ các thuốc dùng 
cho người) ghi trong ‘‘Vãn bản thẩm định quv trình phân 
tích” (Text on validation o f analytical procedures) và “Mờ 
rộng văn bàn thẩm định quy trình phân tích” (Extension o f 
the ĨCỈỈ Text on validation o f analytical procedures).

Báo cảo mức duno môi ton dư
N hà sàn xuất dược phẩm cần nắm  chăc thông tin  ve nồng 
độ dung m ô i tồn dư trong dược chất và tá dược để dược 
phẩm  sàn xuấ t ra đạt được m ức cùa Q uy  đ ịnh  này.
Sau đây là các ví đụ về các thông tin mà nhà cung cấp tá 
dược hay dược chất có the cung cấp cho nhà sản xuất dược 
phẩm. Nhả cung cấp có thể chọn một tnrờng hợp thích hợp 
trong số các trường hợp sau đây:
Chỉ có các dung môi Nhóm 3 hiện diện. Mất khối lượng do 
làm khô không quá 0,5 %.
Chỉ có các dung môi Nhóm 2 (X, Y...) hiện diện. Tất cả 
phải thấp hơn giới hạn lính theo rách ! (ờ đày, nhà cung 
cấp chi rõ tên các dung mói Nhóm. 7: X, Y...).
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Chì cỏ các du\g môi Nhóm 2 (X, Y...) và các dung môi 
Nhóm 3 hiện diện. Các dung mỏi Nhỏm 2 tồn dưphài dưới 
mức giới hạn tính theo cách 1 và các dung môi Nhóm 3 tồn 
dư không quá 0,5 %.
Neu chắc chắn hiện diện các dung môi Nhỏm 1 thì phải 
định tính và định lượng chúng. Dung môi chắc chắn hiện 
diện là những dung môi dược dùng trong giai đoạn cuối 
cùa quy trình sản xuất và các dung môi khác được dùng 
trước đó mà không được loại bỏ hoàn toàn bàng các biện 
pháp hừu hiệu.
Néu dung môi Nhỏm 2 hoặc Nhóm 3 hiện diện ờ mức lớn 
hơn giới hạn cho phép lính theo Cách 1 (Nhóm 2) hay 
lớn hơn 0,5 % (Nhóm 3) thì chúng phải được định tính và 
định lượng.

4. Giói hạn dung môi tồn dư

Đung môi phải tránh sử  dụng
Không được sừ dụng các dung môi Nhóm 1 trong việc sản 
xuất dược chất, tá dược và dược phẩm. Chủng có độc tính 
không thể chấp nhận được, hoặc có tác hại đến môi trường. 
Khi buộc phải sử dụng chúng trong quy trình sản xuất một 
dược phẩm có tác dụng trị liệu vượt trội rõ rệt, phải tuân 
thủ giới hạn ghi trong Bảng 10.14.1-1; trừ trường hợp 
buộc phải chấp nhận giới hạn lớn hơn đã được giải thích 
chứng minh rõ. Dung môi 1,1,1-tricloroethan được xếp 
trong Bảng 10.14.1-1 vi là một tác nhân nguy hại cho môi 
trường. Giới hạn 1500 phần triệu dựa trên cơ sờ thông tin 
về dữ liệu an toàn.

Đung mói phải hạn chế sử dụng 
Các dung môi trong Bảng 10.14.1-2 phải được quy định 
mức giới hạn có trong dược phâni vì độc tính vôn có 
của chúng. Các giá trị PDE được đưa ra dao động trong 
khoảng 0,1 mg/ngày. Hàm lượng tôn dư trong dược phâm 
dao động trong khoảng 10 phần triệu.

Đung môi cỏ độc tỉnh thấp
Các dung môi Nhóm 3 (cỏ trong Bảng 10.14.1-3) có thê 
coi như ít độc và có nguy cơ thấp đoi với sức khỏe con 
người. Nhóm 3 bao gồm các dung môi không nguy hiếm 
đối với sức khỏe con người ở hàm lượng thường được 
chấp nhận trong dược phẩm. Tuy nhiên chưa có các nghiên 
cứu vồ độc tính trường diên và về khà năng gây ung thư 
của nhiều dung môi thuộc nhóm này. Các dữ liệu hiện có 
cho thấy các dung môi này tỏ ra ít độc trong các nghiên 
cứu cấp diễn hoặc ngắn hạn và cho kết quà âm tính với 
những thử nghiệm độc tính trên gen. Do đó, coi như được 
phép dùng các đung môi này với lượng 50 mg mỗi ngày 
hoặc thấp hơn (tương ứng với hàm lượng 5000 X  10'6 hoặc 
0,5 % tính theo cách 1) mà không cần phải thuyết minh. 
Có thể dùng ờ mức cao hơn, miễn là thực tê các mức đó có 
liên quan đến khả năng sản xuất và thực hành sàn xuất tốt. 
Dung môi chưa có đủ thông tin về độc lính 
Các dung môi trong Bảng 10.14.1-4 có thể cung được các 
nhà sản xuất dược chất, tá dược hoặc dược phẩm quan 
tâm. Tuy nhiên, chưa có các dừ liệu đầy đủ về độc tính cùa
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chúng để làm cơ sỡ cho việc xác định PDE. Khi sừ dụng 
các dung mỏi này trong sản xuât, nhà sản xuâl phái giải 
trình rõ ràng sự tôn dư cùa các dung môi này trong sàn 
phẩm cùa mình.

Bảng 10. ỉ 4. ì-ỉ: Nhóm ỉ, các dung môi phải tránh sử 
dụng trong dược phẩm

Dl rọc DÍẺN ViFTNAM V

Dung môi Nồng độ giói
hạn (pg/g) Độc tính

Benzen 2 Gáy ung thư
Carbon tetraclorid 4 Độc và nguy hại cho 1

môi tnrờng ;
1,2- Dicloroethan 5 1 Dộc
1,1- Dicloroethen 8 Độc
1,1,1-Tricloroethan 1500 Nguy hại cho mói tnrcmg -

Bảng 10.14. ỉ -2: Nhóm 2, các dung môi phải hạn chế sử
dụng trong dược phấm

D ung möi

Liều phơi nhiễm  
được phép  mỗi 

ngày (PDE)
(mg/ngày)

Nồng độ 
giói hạn
(pg/g) !

Acetonitril 4,1 410
Clorobenzen 3,6 360
Cloroform 0,6 60 Ị

Cyclohexan 38,8 3880
1,2- Dicloroethen 18,7 1870 •
Dicloromethan 6,0 600
1,2- Dimethoxycthan Ẹ0 100
N,N- Dimethylacetamid Ị -  109...- X ] 1090 i—1

•N,N- Dimethylformamid ^  8,8 880 ị
1.4- Dioxan 3,8 380
2- Fthoxyethanol 1.6 L _ -  16(L - i

i Ethylenglycol 6,2 620 !
Formamid ..." 2,2 __ Z __  220 ị
Hexan 2,9 290 ị
Methanol 30,0 3000
2- Methoxyethanol 0,5 50
Methylbutylketon 0,5 50
Methylcyciohexan 11,8 1180 ’’’■
N- Methylpyrrolidon 5,3 530
Nitromethan 0,5 5Õ_

; Pyridin 2,0 200
. Sulfolan 1,6 160 i
¡Tetrahydrofuran í 7,2 720 ;
; Tetralin 1 1,0 100
Toluen 8,9 890
1,1,2- Tricloroethen 0,8 80

; Xylcn* ! 21,7 21701 A y i e n  j__ ỷ  11' ___ !

* Thường dùng hỗn hợp gồm m-xylen 60 %; p 
u-xvỉen 9 0/0 và ethyl he men ỉ 7 %.

-xyỉen ì 4 %;



Dược ĐTÊN VIỆT NAM V

Bátiọ, 10.14.1-3: Nhóm 3, các dung môi phải được giới hạn 
vi GMP hoặc vi các yêu càu chất lượng khác

Acid acetic __
Aceton
Anisol
1- Butanol
2- Butanol 
Butyl acetat

; Tert -  Butylmethyl ether 
Cumen
Dimethvlsulfoxid

Heptan
Isobutyl acctat 

; Isopropyl acetat 
: Methyl acetat 

3- Methyl-1-butanol 
Methylethylketon 

j_Methylisobutylketon 
! 2-Methyl-1-propanol 
: Pentan

Ethanol 
Ethyl acetat 
Ethyl ether 
Ethyl format 
Acid formic

ị 1-Pentanol 
' 1-Propanol 

2- Propanol 
Propyl acetat

Bảng 10.14.1-4: Các du:’g môi chưa cỏ đủ thông tin về 
độc tính

1,1-Diethoxypropan j Methylisopropylketon
1.1- Dimethoxymethan ; Methyltetrahydrofuran
2.2- Dimcthoxypropan 1 Petroleum
Isooctan 
Isopropyl ether

Acid tricloracetic 
Acid trifluoroacetie

Chú thích 1: Thuật ngữ
Genotoxic carcinogens: Tác nhân gây ung thư do tác động 
lên gen hay chromosom.
LOEL: Viết tắt của từ i!‘lowest-observed effect level" (mức 
phát hiện gây hại thấp nhất), liều thấp nhất dùng trong một 
thừ nghiệm hay nhóm các thử nghiệm gâv sự gia tăng cỏ 
ý nghĩa sinh học về tần số hoặc về mức độ nghiêm trọng 
cùa bât kỳ các tác dụng nào đó trên người hay động vật bị 
phơi nhiễm.
Modifying factor: Hộ sổ hiệu chỉnh, là hộ số được chuyên 
gia độc chất học xác định và áp dụng cho các dữ liệu định 
lượng sinh học đổ tính các thông số an toàn cho người. 
Neurotoxicity: Nhiềm độc thần kinh 
NOEL: Viết tất cùa từ “no-observed effect level" (mức 
không phát hiện gây hại), liều cao nhất cùa chất đã dùng 
mà không gây sự gia tâng có ý nghĩa sinh học về tần sổ 
hoặc vê mức độ nghiêm trọng của bẩt kỳ các tác dụng nào 
đó trên người hay động vật bị phơi nhiễm.
PDE: viêt tăt cùa tử “Permitted daily exposure"
Permitted daily exposure: Lượng cao nhất có thể dùng 
trong một ngày cùa dung môi tỏn dư trong dược phẩm. 
Reversible toxicity: Dộc tính phục hồi được, tức là sẽ mất 
đi sau khi kết thức phơi nhiễm.
Strongly suspected human carcinogen: la c  nhân nghi ngờ 
gây ung thư trên người, một chất không có đẩu hiệu dịch 
tó học là có khà năng gây ung thư nhưng lại cho kết quà

dương tính về độc tinh trên gen và các dâu hiệu rồ ràng vê 
khà nàng gây ung thư trên loài gặm nhấm.
Teratogenicity: Độc tính gây quái thai, sự cố gây dị tật về 
cấu trúc trong quá trình phát triển thai nhi khi sừ dụng một 
chất trong thời kỳ mang thai.

Chú thích 2:

2. ĩ  Quv chế bảo vệ mỗi trường đoi với các dung môi 
hữu cơ bay hoi
Một số dung môi thường dùng trong sản xuất dược phẩm 
được liệt kê như các hóa chất độc trong các chuyên luận 
EHC (Environmental Health Criteria) và IRIS (Integrated 
Risk Information System). Trong các mục tiêu cùa các 
tổ chức như “Chương trình the giới về an toàn hỏa chất” 
(IPCS =■ International Programme on Chemical Safety), 
“Cơ quan bào vệ môi trường Mỹ (USEPA = United States 
Environmental Protection Agency) và “Cơ quan quản lý 
thực phẩm và dược phẩm Mỳ (USEDA -  United States 
Food and Drug Administration) cỏ việc xác định các mức 
phơi nhiễm có thể chấp nhận được. Mục đích là bảo vệ 
sức khòe con người và giữ gìn sự ứong sạch vẹn toàn 
cùa môi trường, chống lại các tác dụng có thể có hại của 
các hóa chất do phơi nhiễm lâu dài tại môi trường. Các 
phương pháp dùng để xác định mức toi đa phơi nhiễm an 
toàn thường được căn cứ trên các thử nghiệm dài hạn. Khi 
không có các dừ liệu từ những thừ nghiệm dài hạn, có thể 
dùng dừ liệu từ các thử nghiệm ngan hạn với việc cải tiến 
cách tiểp cận như Việc sử dụng các yếu tố hệ số an toàn lớn 
hơn. Cách tiếp cận nói ở trên đây chủ yếu liên quan tới các 
phơi nhiễm dài hạn hay suốt đời, đối với các cộng đồng 
dân cư, trong môi trường xung quanh như không khí, thức 
ăn, nước uổng và các môi trường khác.

2.2. Dung môi tồn dư trong thuốc
Các giới hạn phơi nhiễm trong Quy định này được thiết 
lập càn cứ vào các phương pháp và các dữ liệu về độc tính 
mô tả trong các tiêu chuẩn KHC và trong các chuyên luận 
của KHC và IRIS. Tuy nhiên, một số giả định đặc biệt về 
dung môi tồn dư trong việc tống hợp và bào chế các dược 
phẩm phải được tính đến khi thiết lập các giới hạn phơi 
nhiễm. Đó là:
1/ Những người bệnh (không phải toàn thể cộng đồng) 
phải sử dụng thuốc để phòng hoặc chữa bệnh.
2/ Việc già định người bộnh bị phơi nhiễm suốt đời là 
không cần thiết đối với đa số các dược phẩm, song cớ the 
thích hợp như một giã thiết nghiên cứu, nhằm giảm nguy 
cơ đến sức khỏe con người.
3/ Các dung môi tồn dư là nhưng thành phần không thổ 
tránh được trong sản xuất dược pbâm và còn thường là một 
phần của thuốc.
4/ Các dung môi tồn dư phải không được vượt quá các 
mức độ khuyến cáo, trừ những trưcmg họp dặc biệt.
5/ Các dữ liệu từ các nghiên cứu độc chất học dùng để 
xác định các mức chấp nhận được cho các dung môi tồn 
dư phái được thiết lập bằng cách sử đụng các quy trinh 
thích họp, chảng hạn các quv trinh do OECD mô tà và
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sử dụng cuốn sách đỏ cúa Tô chức quản lý thực phẩm và 
dược phẩm cùa Mỹ (FDA Red book).

Chú thích 3: Phương pháp thiết lập các giới hạn phơi nhiễm 
Phương pháp đánh giá nguy cơ cùa Gaylor - Kođeil (Xem: 
Gaylor, D.W. và Kodell, R. L. - Thuật toán nội suy tuyến 
tính đê đảnh giá liêu thâp của các chất độc. J. Environ 
Pathology, 4, 305, ì 980) thích hợp với các dung môi gây 
ung thư thuộc Nhóm 1. Chi trong các trường hợp đã có các 
dừ liệu đáng tin cậy vê tính gây ung thư thì phải áp dụng 
ngoại suy bang cách dùng các mô hình toán học đề thiết 
lập các giới hạn phơi nhiễm. Các giới hạn phơi nhiễm của 
các dung môi Nhóm 1 có thê được xác định với việc sử 
đụng một thông số an toàn lớn (từ 10 000 đến 100 000) 
đối với “mức không phát hiện gây hại” (NOEL). Việc phát 
hiện và định lượng các dung môi nảy phải được thực hiện 
bang các kv thuật phân tích tiên tiến.
Các mức phơi nhiễm châp thuận được của các dung môi 
Nhóm 2 ghi trong quy định này được thiết lập bằng cách 
tinh các giá trị PDE theo các quy trình xác định giới hạn 
phơi nhiễm của các thuốc (xem Pharmacopeial Forum 
ỈỈ-12/Ỉ989) và theo phương pháp đã được Chương trình 
thế giới về an toàn hóa chất (1PCS) thừa nhận nhằm đánh 
giá nguy cơ đổi với sức khỏe con người do hóa chất (xem 
Environmental Health Criteria 170, WHO, 1994). Các 
phương pháp này tương tự như các phương pháp của Cơ 
quan bảo vệ môi trường Mỹ (USEPA) và của Cơ quan 
quản lý thực phẩm và dược phẩm Mỹ (USFDA) và các tổ 
chức khác nữa. Phương pháp dược giới thiệu sơ lược ở đây 
nhằm cung cấp một hiểu biết tốt hon nguồn gốc cùa các 
liêu phơi nhiêm được phép môi ngày (PDE). Không nhât 
thiết phủi thực hiện các phép tính toán nảy mà sừ dụng 
neay các giá tri PDE đã ghi trong các bảng trình bày ờ Mục 
4 của Quy định này.
Giới hạn PDE được tính từ “mức không phát hiện gây 
hại” (NOEL) hoặc từ “mức phát hiện gây hại thấp nhất” 
(LOEL) trong thử nghiệm trên súc vật như sau:

NOEL X thể trọng quỵ ước
PDE =

Fl X F2 X F3 X  F4 X F5
Trong đó:
The trọng quy ước là khối lượng cơ thể người trưởng 
thành, không phân biệt giới tính, được quy ước đổ tính ở 
đâv là 50 kg;
F là các hệ số hiệu chinh.
PDE thường được tinh từ NOEL. Khi không thiết lập được 
NOFL, có thể dùng LOEL. Các hệ sổ hiệu chỉnh dề ra ở 
đây đổ chuyển đổi các dữ liệu thử nghiệm trên súc vật 
sang cho người, cũng tưomg lự như các “hệ sổ không chắc 
chấn” (Uncertainty factors) dùng trong “Tiêu chuẳn trong 
sạch của môi trường” (EUC) (Xem Environmental Health 
Criteria Ị 70, WHO, Geneva, 1994) và “hệ sổ hiệu chình” 
(modifying factors) hay “hệ số an toàn” (safety factors) 
dùng trong PharmacopeiaỈ Forum. Già định 100 % phơi 
nhiễm toàn thân được sử dụng trong tất cả các tính toán, 
bất kẻ dùng thuốc theo dường nào.

Các hệ sô hiệu chinh
F1 là hệ so ngoại suv giữa các loài:
F1 =2, khi ngoại suy từ thừ nghiệm trên chó sang người; 
F ỉ - 2,5, khi ngoại suy từ thử nghiệm trên thò saníĩ người; 
F1 = 3, khi ngoại suy từ thừ nghiệm trên khi sang người; 
F1 -  5, khi ngoại suy từ thừ nghiệm trên chuột cống trắng 
(rat) sang người;
F 1 = 10, khi ngoại suy từ thử nghiệm trên các loài động vật 
khác sang người;
F l = 12, khi ngoại suy từ thử nghiệm trên chuột nliẳt sang người. 
F1 tinh được khi so sánh tỷ lệ giữa diện tích bề mặt với 
khoi lượng cơ thể của loài vật tham gia thử nghiệm và của 
người. Diện tích bể mặl (S) dược tính như sau:

s  -  k.AP67
Trong đó:
M ỉà khối lượng cơ thể (khối ỉưcmg cơ thể của sinh vật 
tham gia thử nghiệm, dùng trong công thức trên, được liệt 
kê trong Bàng 10.14.2.5);
k=  1<T
F2 là hệ sổ chỉ sự khác biệt giữa các cá thể;
F2 = 10, thường dùng cho tất cả cấc dung môi hữu cơ và 
dùng thống nhất trong quy định này;
F3 ỉà một hệ số không hằng định, dùng cho các thử nghiệm 
phơi nhiễm ngắn hạn;
F3 -  1, cho các thừ nghiệm kéo dài ít nhât băng 1/2 đời 
sống của vật thí nghiệm (l năm đoi với loài gặm nhấm 
hoặc thỏ, 7 năm đổi với chó, mèo hoặc khỉ);
F3 -  1, cho các thử nghiệm về sinh sản, kéo dài trong suốt 
thời gian hình thành các cơ quan phủ tạng;
F3 -  2, cho các thừ nghiệm kéo dài 6 tháng, trên loài gặm 
nhấm hoặc 3,5 năm trên các con thú không thuộc loài 
gặm nhâm;
F3 = 5, cho cảc thừ nghiệm kẻo dài 3 thảng, trên loài 
gặm nhấm, hoặc 2 năm trên các con thứ không thuộc loài 
gặm nhấm;
F3 = 10, cho các thử nghiệm ngăn hạn hom.
Trong mọi trường hợp, khi thừ nghiệm kéo dài trong 
khoảng thời gian nằm giữa 2 mốc thời gian quy định ở 
trén, thì ta cho F3 giá trị cao, ứng với mốc thời gian thử 
nghiệm ngắn. Ví dụ: F3 = 2 trong thừ nghiệm kco dài 
9 tháng trên loài gặm nhâm (vì 9 tháng năm trong môc 
1 năm và 6 tháng, do đó lấy F3 bàng F3 của mốc 6 tháng). 
F4 là một hệ số áp dụng trong các trường hợp độc tính 
nghiêm trọn« như: Gây ung thư không độc cho gcn, dộc 
tính thẩn kinh, độc tính gây quái thai. Trong các thừ 
nghiệm về độc tinh sinh sản, hệ sổ này được dùng như sau: 
F4 1, khi gây dộc trên bào thai cùng với gây độc trên mẹ; 
F4 = 5, khi gây độc trên bào thai, nhưng không gây độc 
trên mẹ;
F4 = 5, khi gây quái thai cùng với gây độc trên mẹ;
F4 -  10, khi gây quái thai trên bào thai, nhưng không gây 
độc trên mẹ;
F5 là một hệ sô kliôntĩ hãng định, áp đụng khi không thiêt 
lập được “mức không phát hiện gây hại” (NOKL). Khi chỉ
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Cỏ thẻ xác định diTỢc “mức gây hại thấp nhất” (LOFL), có 
thể cho F5 giá trị cao, cỏ thổ tới F5 -  10, tuỳ thuộc vào
mức độ nehiêm trọng của độc tính.
Khối lượng cơ thể (cân nặng) quỵ ước cho người trường 
thành, không phân biệt giới tính ờ đây là 50 kg. Khối lượng 
này tương đối thấp hơn khôi lượng chuân mực (60 kg đôn 
70 kg) thường áp dụng trong các tính toán cùng loại (tính 
liều dùng thuốc) !à nham mục đích an toàn.
Một số người bệnh có cân nặng nhẹ hơn 50 kg, những 
người bệnh này phải được xcin xét điều chỉnh bằng cách
dùng hộ sô an toàn xác định PDE.
Neu dung môi cỏ trong một công thức dược phâm chuyên 
dùng cho Nhi khoa, ta phái điều chinh thích hợp, vì khối 
lượng cơ thể của trẻ thấp,
Ví dụ áp dụng công thức lính PDE:
Hãy xét một thừ nghiệm độc tính của acctonitril trên chuột 
nhắt, thử nghiệm này được tóm tat trong Pharmaeuropa 
Vtìỉ 9, No ỉ, Supplement April ì 997 page s  24, “mức không 
phát hiện gáy hại” (NOEL) là 50,7 mg/kg/ngày. PDF. cùa 
acetonitriỉ trong thử nghiệm này được tính như sau:

^  50,7mg.kg'1.ngày'1 X 50kg
PDE = ------------ -— —---------—  = 4,22 mg/ngày12 X 10 X 5 X 1 X 1 ’ 6  6  J

Trong đó:
F1 = 12 là hệ số ngoại suy từ thử nghiệm trên chuột nhắt 
sang người;
F2 = 10 là hệ số khác biệt giữa các cá thẻ (thống nhất quy 
định la F2 ” 10);
F3 = 5 khi thời gian thử nghiệm chỉ cỏ 13 tuần (> 3 tháng); 
F4 -  1 khi không thây độc tính nghiêm trọng nào;
F5 “ 1 khi “mức không phát hiện gây độc hại” (NOEL) 
được xác định.
Phương trình dùng cho khí lý tirờng PV -  nRT được áp 
dụng đê chuyên hàm lượng chát khí trong thử nghiệm dùng 
phương pháp xông (inhalation stuđies) từ đơn vị phần triệu 
thành đơn vị mg/L hay mg/m3.
Hày xét thử nghiệm độc tính sinh sàn trên chuột trắng 
băng cách xông khí carbon tetraclorid (khối lượng phàn tử 
153,84) đã được tóm tát trong Pharmaeuropa Vo ỉ 9. Nữ ì. 
Supplement Ảpriỉ 1997, p.S9: 

n = p_  ̂ 300 X 1 X 153840mg.wo(-J _ 46,15mg
V RT " 0.082L.alm.K-'.moV1 X 29S/C " 24,43 L

Dùng công thức 1000 L -  1 m' đề suy ra hàm lượng ing/m3

Bàng w. ỉ 4.1-5: Các giá trị dừng tính toán trong tài liệu này

Càn nặng cùa chuột cống trắng (Rat) 425 g
Cân nặng của chuột cõng trắng có thai 
(Pregnant rat) 330 g

Cân nặng cùa chuột nhắt (Mouse) 28 g
Càn nặng cùa chuột nhắt có thai 
(Pregnant mouse) 30 g

Cân nặng của chuột lang (Guinea -  pig) 1 500 g
Cân nặng CLKI khỉ Ẩn DỌ (Rhesus monkcy) 25 kg 1

Cân nặng của thỏ (có thai hoặc khùng có thai). 
. Càn nặng của chó săn nhò (Beagle dog) j 
Dung lượng hô hấp cua chuột cống trắng 
(Rat respiratory volume)

I Dung lượng hô hâp của chuột nhãt 
Dung lượng hô hấp cùa thỏ

4 kg 
11,5kg

290 L/ngày

43 l./ngày , 
1440L/ngày

Dung lượng hô hấp cùa chuột lang 4301 L/ngày
Dung lượng hô hấp của người 

I Dung lượng hô hấp của chó 
Dung lượng hô hấp của khi 
Lượng nước chuột nhất dùng 
Lượng nước chuột trang dùng 

■ Lượng thức ăn chuột trang dùng

; 28800 L/ngày 
í 9000 L/ngày ! 

1150 L/ngày 
5 ml/ngày 

; 30 ml/ngày , 
30g/ngày j

10.15 XÁC ĐỊNH ETHYLFN OXYD VÀ DIOXAN 
TÒN DƯ

Thử nghiệm này xác định ethylen oxyd và dioxan tổn dư 
trong các chất tan trong nước hay trong dimcthylacetamid. 
Đối với các chất không tan hoặc tan không hoàn toàn trong 
các dung mdi trcn, việc chuẩn bị dung dịch mẫu thử và 
các điều kiện sắc ký khí tiêm pha hơi được qui định trong 
chuyên luận riêng.
Xác định bằng phương pháp sắc ký khí (Phụ lục 5.2), kỹ 
thuật tiêm pha hơi (head-space gas chromatography).

Phương pháp ì: Dùng cho chất thừ hòa tan hay trộn đêu 
được trong nước.
Dung dịch thử: Cân 1,00 g (M r) chất thử vào một lọ nhỏ 
10 ml (hoặc có thổ tích thích hợp) và thêm 1,0 ml nước. 
Đóng nắp lọ và trộn để thu được dung dịch đồng nhất. Dê 
yên ở 70 °c trong 45 min.
Dung dịch đổi chiếu (a): Cân 1,00 g (Mc) chất thừ vào 
mọt lọ nhò như trên, thêm 0,50 ml dưng dịch ethyien oxyd 
(Tỉ'ỉ) và 0,50 ml dung dịch diủ.xan (71)). Dóng nắp lọ và 
trộn đêu đê thu được một dung dịch đông nhât. Đê yên ờ 
70 °c  trong 45 min.
Dung dịch đối chiếu (h): Trong lọ nhò thể tích ỉ 0 ml, thêm 
vào 0,50 ml dun ít dịch ethylcn oxyd (77)7, 0,10 ml dung 
dịch acetaỉdehyd (77) 0,001 % mứi pha và 0,10 ml dung 
dịch dioxan (TTị). Dỏng nãp lọ và trộn đê thu được dung 
dịch dồng nhất. Dc yên ờ 70 °c  trong 45 min.

Phương pháp 2: Dùng cho các chất thừ hòa tan hay trộn 
đêu được trong dimethylacetamid.
Dung dịch thừ: Cân 1,00 g (Mị) chất thử vào một lọ 
nhò 10 ml (hoặc có thể tích thích hợp) và thêm 1,0 ml 
dimcthylacetamid (TT) vả 0.2 ml nước. Dóng nắp lọ và 
trộn để thu được dung dịch done nhất. Đe yên ờ 90 °c
trong 45 min.
Dung dịch đoi chiểu (a): Cân 1,00 g (Mc) chất thừ vào 
một lọ nhỏ như trên, thêm 1,0 ml dimcthyỉacctamid (77), 
thêm 0.10 ml dung dịch divxan (Tỉ) và 0.10 ml dung dịch
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cthyỉen oxvd (77)). Đóng nap lọ vả trộn để thu được một 
dung dịch đồng nhất. Đe yên ờ 90 °c trong 45 min.
Dung dịch đoi chiếu (h); Trong lọ nhỏ thỏ tích 10 ml, thêm 
vào 0,10 ml dung dịch ethylen oxyd (TT2), 0,10 nil dung 
dịch acetaỉdehyd (77) 0,01 % mứi pha và 0,10 rnl dung 
dịch dioxan (TT). Đóng nắp lọ và trộn đều để thu được 
dung dịch đồng nhất. Đe yèn ở 70 °c trong 45 min.

Quá trình sắc ký
Điêu kiện tiêm phơ hơi
Nhiệt độ cân bàng: 70 °c (90 °c đối với dung dịch trong 
dimethylacetamid).
Thời gian cân bằng: 45 min.
Nhiệt độ dòng chày: 75 °c (150 °c đối với dung dịch trong 
dimethylacetannd).
Thời gian điều áp: ] min.
Khí mang: Hell dùng cho sắc kỷ khi.
Thời gian tiêm: 12 s.
Diêu kiện sac ký
Cột thủy tinh hoặc thạch anh kích thước (30 m X 0,32 mm), 
mặt trong được phù lớp poỉydimcthyỉsihxan dày 1,0 jưn. 
Khí mang: He ỉ ị (hoặc nitrogen) dùng cho sắc ký’ khi, tốc độ 
dòng khoảng 20 cm/s, tỷ lệ chia dòng 1 : 20.
Detector: ion hóa ngọn lừa.
Duy trì nhiệt độ cột ờ 50 °c trong 5 min, sau đó tăng đến 
180 °c với tốc độ 5 °c/min, sau đó lại tăng đển 230 °c với 
tốc độ 30 °c/min và giữ ở 230 °c trong 5 min. Nhiệt độ 
detector là 250 °c, nhiệt độ buồng tiêm là 150 °c.
Tiôm một lượng thích hợp pha hơi của dung dịch đối chiếu 
(b), chẳng hạn l ml. Điều chỉnh độ nhạy của hộ thống sao 
cho chiều cao các pic cho bời ethylen oxyd và acetaldehyđ 
trong sac ký đồ đạt ít nhất 15 % thang đo. Thử nghiệm 
không có hiệu lực nếu hộ số phân giải giữa pic cho bởi 
acetaldehyd và pic cho bởi ethylen oxyd nhỏ hon 2,0 và 
pic cùa dioxin và ethylene oxyd được phát hiện với tỷ ỉệ 
tín hiệu/nhiễu nhỏ hơn 5.
Tiêm làn lượt những lượng thích hợp pha hơi của dung 
dịch thừ và dung dịch dối chiếu (a), chẳng hạn 1 ml (hoặc 
bằng lượng dung dịch đổi chiếu (b) đã tiêm).
Tiêm lặp lại như trên thêm 2 lần nữa.
Diện tích trung bình cùa pic ethỵlen oxỵd và dioxan trong 
sắc ký đồ cho bời dung dịch thử không được lởn hơn một 
nửa (1/2) diện tích trung bình cùa pic tương ứng trong sac 
ký đổ cho bời dung dịch đối chiếu (a) (1 phan triệu cthylcn 
ơxyd và 50 phân triệu đioxan).
Kiêm tra độ tin cậy
Tính hiệu số của diện tích pie, theo từng cặp, cho bởi 
dung dịch thử và dung dịch đổi chiếu (a), lần lượt ứng với 
ethylen oxyd và với đioxan. Thử nghiệm chi có hiệu lực 
nêu độ lệch chuân tưong đoi của ba giá trị khác biệt (3 hiệu 
số) ứng với cthylen oxyd không lớn hơn 15 % và độ lệch 
chuân tương đối của ba giá trị khác biệt (3 hiệu số) ứng với 
dioxan không lớn hơn ! 5 %.
Ncu lượng càn mẫu thừ và chất đối chiếu nằm ngoài 
khoáng 0,995 g đen 1,005 g cần phải hiệu chình kết quà 
cho thích hợp.
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Hàm lượng ethylen oxyđ tính theo phần triệu dược tính 
bàng biêu thức:

Af x c  / [(Af x M t) - (A[-x Mf)]
Trong đó:
Aj ỉ à diện tích pic tirơng ứng với cthylen oxyd trong sắc 
ký đô cho bời dung dịch thừ;
Ar là diện tích pic tương ứng với ethylen oxvd trong sắc 
kv đô cho bời dung dịch đoi chiểu (a);
Mt là khối lượng chất thử trong dung dịch thử tính theo 
gam;
Mc là khối lượng chất thừ trong dung dịch đổi chiếu (ạ) 
tính theo gam;
c  là khối lượng ethylen oxyd cho vào dung dịch đối chiểu 
(a) tínli theo microgram.
Và hàm lượng dioxan tính tlieo phần triệu được tính bằng 
biểu thúc:

D-p x c  / [(D f x M-Ị-) - (Dt x M c)J
Trong đó:
D-j là diện lích pic lưmig ứng với dioxan trong sẳc ký dồ 
cho bời dung dịch thừ;
Dc là diện tích píc tương ứng với dioxan trong sắc ký đồ 
cho bởi dung dịch đối chiếu (a);
M ị lả khối lượng chất thử trong dung dịch thừ tính theo gam; 
Mc là khối lượng chất thử trong dung dịch đối chiếu (a) 
tính theo gam;
c  là khối lượng dioxan cho vào dung dịch đối chiếu (a) 
tính theo microgram.

10.16 DỊNH LƯỢNG Ayv-DIMETIIYLANILIN

Xác định bàng phương pháp sắc ký khí (Phụ lục 5.2). 

Phương pháp 1
Dung dịch chuẩn nội: Hòa tan 50 mg N,N-dìethyỉaniỉin 
(77) trong 4 ml dung dịch acid hvdrocìoric 0.1 M  (77), 
pha loãng bằng nước tỏi 50 ml. Pha loãng 1 mí dung dịch 
thu được tới 100 ml băng nước.
Dung dịch thừ; Hòa tan 0,50 g chế phẩm trong 30,0 rnl 
nước, thèm 1,0 nil dung dịch chuân nội. Điêu chình nhiệt 
độ cùa dung dịch tới 26 °c đốn 28 °c. Thêm 1,0 mỉ dung 
dịch natri hydroxyd 40 % /77). Lắc cho tan hoàn toàn. 
Thêm 2,0 ml trimcihylpentơn (77). Lăc 2 min, đè yên cho 
tách lớp, dùn£ lớp trên.
Dung dịch đỏi chiêu: Hỏa tan 50,0 mg N,N-dimethylơnỉỉin 
(77/ trong 4,0 ml dung dịch ơcid hvdrocioric o.ỉ M (77), 
pha loàng bàng nước tới 50,0 ml. Pha Ịoãnẹ 1 rnl dung 
dịch thu dược tới 100,0 ml bằng nước. Tiếp tục pha loăng
1.0 rnl dung dịch thu được tới 30,0 ml bằng nước, thêm
1.0 ml dung dịch chuân nội, 1,0 rnl dung dịch natri 
hydroxyd 40 % (77), 2,0 ml trimethyỉpentan (TY). Lắc 
2 min, đê yên cho tách lóp, dùng lớp trên.
Diều kiện sắc ký’
Cột mao quản băng silica nung chày, dài 25 m. đường 
kính trong 0,32 mm. phủ lóp polymer lién kêt mạng 
poívmethylphenylsiloxan dày 0,52 ptn.
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Kill mang; tìeỉì dùng cho sắc ký khỉ, tỷ lộ chia dòng 1 ; 20, 
áp suất đàu cột 5 kPa, lira lượng 20 ml/min.
Detector ion hóa ngọn lừa.
Bộ chia dòng (split-liner) là một cột dài khoảng 1 cm, 
nhồi diatomit dùng cho sắc ký khí tẩm 10 % (kl/kl) 
polydimcthylsiloxan.
Nhiệt độ: Duy trì nhiệt độ cột 150 °c  trong 5 min, sau dó 
tăng đến 275 °c với tốc độ 20 °c/min, rồi giữ ở 275 °c 
trong 3 min. Nhiệt độ detector 300 °c, nhiệt độ buông tiêm
220 ° c .

Thể tích tiêm: 1 Ịil.
Thời gian lưu của N,;V-di m e th y 1 an i 1 ị n khoảng 3,6 min; của 
APV-dicthvỉanilin khoảng 5,0 min.

Phương pháp 2
Dung dịch chuẩn nội: Dung dịch naphtalen (77) 0,005 % 
trong cvclohexan (77).
Dung dịch thừ: Hòa tan 1,00 g chê phâm với 5 mỉ dung 
dịch nath hydroxyd ỉ M  (77) trong ông thủy tinh có nút 
mài, thêm 1,0 ml dung địch chuẩn nội. Đậy kín, lắc mạnh 
trong 1 min. Ly tảm ncu cần, dùng lớp trên.
Dung dịch doi chiểu: Thêm 2 ml acid hyđrocloric (77) 
và 20 ml nước vào 50,0 mg N,N- dimethylanỉlin (77), lấc 
cho tan và pha loãng bàng nước tới 50,0 ml. Pha loãng
5.0 nil dung dịch này tới 250,0 ml bằng nước. Cho 1,0 ml 
dung dịch thu được vào ống thủy tinh có nút mài, thèm 
5 ml dung dịch natri hydroxyd Ị M (77) và 1,0 ml dung 
dịch chuẩn nội. Dậv kín, lắc mạnh trong 1 min, ly tâm nếu 
càn và dùng lớp trên.
Điều kiện sâc ký: Cột thủy tinh dài 2 m, đường kính 
trong 2 mm, được nhoi bằng diatomit silan hóa tẩm 
3 % (kl/kl) polymethylphcnylsiloxan.
Khí mang: Nitrogen dùng cho sắc ký• khỉ, với hru lượng 
30 ml/min.
Detector ion hòa ngọn lùa.
Duy trì nhiệt độ cột ờ 120 °c, nhiệt độ detector và buồng 
tiêm ở 150 ®c.
Thể tích tiêm: 1 pl.

10.17 ĐỊNH LƯỢNG ACID 2-ETHYLHEXANOIC

Tiến hành phương pháp sắc ký khí (Phụ lục 5.2).
Dung dịch chuẩn nội: Hòa tan 100 mg acid 3-cỵcỉohexyỉ 
propionic (77) trong cyclohcxan (77) và pha loãng vừa đù 
100 mỉ với cùng dung môi.
Dung dịch thừ: Thêm 4,0 ml dưng dịch acid hydrocloric 

% (tùtt) vào 0,300 g mẫu thừ. Lắc mạnh 2 lần, mồi lần 
trọng 1 min với 1,0 ml dung dịch chuẩn nội. Đợi tách lóp 
(nẽu cân thiêt, có thê ly tâm đẽ tách lóp được tốt hơn), sử 
dụng dịch gộp của các lớp dịch chiết ở trên.
Dung dịch đôi chiêu: Hòa tan 75,0 mg acid2-ethyỉhexanoic 
(77) trong dung dịch chuẩn nội và pha loãng vừa đù
50.0 ml với dung dịch chuân nội. Thêm 4,0 ml dung dịch 
acidhydrocloric 33 % (tt/tt) vào 1,0 ml dung dịch vừa pha. 
Lăc mạnh trong 1 min. Đợi tách lóp (nếu can thiết, có thể 
ly tâm đê tách lớp được tốt hơn). Gạn lấy ỉớp dịch chiết
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ờ trèn. Tiếp tục thêm 1,0 ml dung dịch chuẩn nội vào lớp 
dịch còn lại ở dưới và lắc mạnh trong 1 min. Đợi tách lóp 
(nếu cần thiết, có thể ly tâm để tách lóp được tốt hơn), sù 
dụng dịch gộp của các ỉớp dịch chiết ở trên.
Điêu kiện sãc ký:
Cột silica nung chày có nòng rồng, chiều dài 10 m, đường 
kính trong 0,53 nnn, phù lóp pha tĩnh macrogol 20 000 
2-nitroterephtalat (có bề dày 1,0 pin);
Khí mang: ỉỉeli dùng cho sac ký, VỚI tốc độ đòng 10 ml/min; 
Detector ion hóa ngọn lừa.
Chương trình nhiệt độ như sau:

PHỤ LỤC 10

Thòi gian
(min)

Nhiệt độ i  Tốc ổộ
(°C) (°c/min)

Ghi chú

0 - 2
1

40 1
!  1

Đẳng 
1 nhiệt

Cột 2 7,3 ' 40 - >  200 30 ; Nhiêt đô 
'  tăng đêu

1 7,3-10,3
1
I  200 !
1

Dẳng 
1 nhiệt

Buồng tiêm i  200 Ị Ị

Detector í  300 ị
Thể tích tiêm: 1 pl.
Cách tiên hành:
Tiến hành sắc kỷ dung dịch thừ và dung dịch đối chiếu. 
Phép thừ chỉ có giá trị khi độ phân giải giữa pic tương ứng 
với acid 2-ethylhexanoic (pic đầu tiên) và pic dung dịch 
chuẩn nội ít nhất là 2,0.
Hàm lượng phần trăm cùa acid 2-cthylhexanoic được tính 
theo công thức sau:

A-j. x l c X  mc: x2 
Ac X IT X  mT

Trong đó:
At là diện tích pic tương ứng với acid 2-ethylhexanoic trcn 
sắc ký đồ của dung dịch thử;
Ac là diện tích pic tưcmg ứng với acid 2-ethylhexanoic trên 
sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu;
IT là diện tích pic tương ứng với chat chuân nội trên sắc ký 
đồ của dung dịch thử;
I( là diện tích pic tương ứng với chất chuẩn nội trên sắc kv
đô cùa dung dịch đối chiếu;
mT là lượng cân mẫu thừ tính hăng gam;
mc là lượng cân acid 2-ethylhexanoic trong dung dịch đối
chiếu, tính bang gam.

10.18 XÁC ĐỊNll AC1D ACETIC TRONG PEPTID 
TỎNG HỢP
Tiến hành phương pháp sẳc ký lòng (Phụ lục 5.3).
Pha dộng:
Pha động A: Hòa tan 0,7 ml acid orthophosphoric (77) 
trong vừa đủ 1000 rnl nước; điều chinh pH tới 3,0 với dung 
dịch natri hydroxyd40 % (TI).
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Pha động B: Methanoi dùng cho sắc ký lỏng (TT).
Dung dịch thừ: Chuẩn bị như mô tà ờ chuyên luận riêng. 
Dung dịch dối chiếu: Pha dung dịch acid acetic 0,10 g'l từ 
aciả acetic bâng (77), sử dụng hồn hợp 5 the tích pha động 
B và 95 thổ tích pha động A làm dung mỏi.
Điều kiện sãc kỷ:
Cột kích thước (250 mm X 4,6 min), nhồi pha tĩnh c  
(5 ụm).
Detector quang phổ tử ngoại đặt ờ bước sóng 210 nin.
Tốc độ dòng: 1,2 ml/min.
Thể tích tiêm: 10 |il.
Chương trinh dung môi như sau:

PHỤ LỤC to

Thòi gian Pha động A Pha động B
(min) (% tt/tt) (% tt/tt)
0 -5 95 5
5 - 10 95 -> 50 5 -» 50
lõ- 20 50 50
20-22 50 — 95 50 —*■ 5
22 - 30 95 5

Tiến hành sắc ký dung dịch đối chiếu và dung dịch thừ. 
Trong các sắc ký đồ thu được, pic tương ứng với acid 
acetic có thời gian lưu khoáng 3 min đến 4 min. Đường 
nền có thể cao dần do hiện tượng rửa giải peptid.
Xác định hàm lượng acid acetic trong peptid dựa vào diện 
tích pic acid acetic tương ứng ưong sác kỷ đo cùa dung 
dịch thừ và dung dịch đối chiếu.

10.19 ĐỐT TRONG OXYGEN 

Thiết bị
Nếu không có những qui định khác ưong chuyên luận riêng, 
bình đốt là một bình nón bầng thủy tinh borosilicat dung 
tích ít nhất là 500 ml, nút thủy tinh mài có gấn một bộ phận 
mang mẫu thích hợp bàng platin hoặc bằng platin - iriđi.

Phương pháp
Nghiền nhỏ mẫu thử. Đặt một lượng mẫu theo qui định 
vào giữa một mảnh giấy lọc không tro, kích thước 40 nưn 
X  30 mm, có một dải nhỏ kích thước 10 mm X 30 lĩini. Nêu 
giấy lọc được qui định tẩm bằng lithi carbonat thì làm ẩm 
vùng giữa giấy lọc bàng dung dịch hão hòa lithi carbomit 
(Tí) rồi sấy khô ờ 100 cc  đến 105 °c trước khi dùng. Gói 
mẫu thử vào trong giấy và cài vào bộ phận mang mẫu. 
Thêm nước hoặc dung dịch hấp thụ như chỉ dẫn vào trong 
bình. Bơm khí oxygen vào bình qua một ống mà đầu cuối 
của nó đặt ở phía trên với khoáng cách vừa đủ so với 
mặt thoáng cùa chất lỏng hấp thụ. Làm ẩm cổ bình bàng 
nước. Nạp đầy khí oxygcn vào bình. Dốt đâu tự do cùa dải 
giấy lọc hẹp bằng một dụng cụ thích hợp và cẩn thận đậy 
ngay nút bình lại. Giữ chắc nút. Khi bất đầu cháy mạnh, 
lật ngược binh đe tạo ra một lớp ngăn cách bàng nước 
nhưng cẩn chú ỷ ngăn không cho những sản phẩm cháy

chưa hoàn loàn rơi xuống chất lỏng. Ngay sau khi đốt cháy 
xong, lăc bình thật mạnh đê hòa tan hoàn toàn nhưng sàn 
phâm đỏt. Làm lạnh. Nếu không có những chì dần khác, 
sau khoảng 5 min, cân thận tháo nút ra. Rửa nút, dây, lưới 
platin và thành bình bang nước rồi tiến hành tiểp như qui 
định trong chuyên luận riêng.
Đối với mẫu thử là chất lỏng, cho một lượng mẫu thử vào 
nang làm bàng methylcelulose có cỡ thích hợp đã có chứa 
sần khoảng 15 mg bột giấy lọc không tro. Dậy nắp nang, 
kẹp đầu cuối cùa dái giấy lọc họp vào giữa 2 phần thân và 
nắp. Buộc nang vào lưới pỉatin.
Đối với mail thử là thuỏc mở, cân phải bọc trong lờ giấy 
không thấm mỡ trước khi bọc trong giấy lọc.

Ả Ị) dụng cho những chế phẩm chứa iođ
Đổt inột lượng qui định mẫu thử bàng phương pháp đà 
mô tà ờ trên, sử dụng chất lòng hấp thụ là hồn hợp 10 ml 
nước và 2 mỉ dung dịch naỉri hydroxyd ỉ  M (TY), Khi quá 
trình đốt đã hoàn thành, thêm vào bình một lượng thừa 
dung dịch brom trong acid acetic (TT) (khoảng 5 ml đến 
10 ml) và để yên trong 2 min. Loại brom thừa bằng cách 
thêm acid formic (IT) (0,5 ml đến 1 mỉ). Rửa thành bình 
với nước cất. Đuổi hơi brom ờ trên lớp chat lòng bằng 
một luồng khỉ động. Thêm 1 g kaỉi iodid (77) và chuẩn độ 
bằng dung dịch na trí thiosuỉ/at 0,02 N (CĐ), dùng chì thị 
là dung dịch hồ tinh bật (77) thêm vào lúc cuôi của quá 
trình chuần độ.
1 ml dung dịch natri thiosul/at 0,02 N (CĐ) tương đương 
với 0,4230 mg iod.
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Mẩu thử trong 
giấy gói -

Điểm đốt

Bộ phận mang 
mẫu thử bằng Platin

Chất lỏng hấp thụ 

Nút bình

Hình 10.19 - Dụng cụ đốt trong oxygen

10.20 XÁC DỊMỈ CÁC CHÁT BẢO QUẢN KHẢNG 
KHUẨN

Một thành phần quan trọng của các chế phẩm thuốc tiêm 
đa liều là các chất làm giảm thiểu nguy cơ xâm nhập cùa 
vi khuẩn cho phần còn lại sau khi đã dùng một phần chê 
phẩm. Các chất nàv thuộc nhóm chất bào quàn kháng 
khuẩn. Tên và hàm lượng các chất bào quàn phải ghi tròn 
nhãn thuốc. Các phương pháp phân tích sau dây áp dụng
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cho một sổ chất bảo quản thòng dụng nhát, nhàm kiêm tra 
sự có mặt cùa chất bảo quàn với hàm lượng không được 
vượt quá 20 % lượng ghi trên nhãn.
Nồng độ chất bảo quản kháng khuân được thêm vào một 
thuốc tiêm đa liều hay đơn liều, một che phâm thuốc nhỏ 
tai nhỏ mũi hay nhỏ mắt có thể bị giảm đi trong thời hạn 
dùng của sản phẩm. Vi thể, nhà sản xuất cần xác định mức 
liều thấp nhất còn tác dụng, và công thức sản xuất phải 
được nghiên cứu sao cho mức liều này vẫn giữ được cao 
hơn mức tối thiêu trong suốt thời hạn sừ dụng. Tại thời 
điểm sản xuất, sàn phẩm cần chứa một lượne chất bảo quàn 
kháng khuẩn được công bổ (trong phạm vi ± 20 % dao động 
cho phép trong sản xuất và kiểm nghiệm). Việc công bổ 
về lượng trên nhãn cùa chất bào quản kháng khuân không 
có nghía là lượng này được gíừ nguyên trong thời hạn sử 
dụng, mà chỉ là sự khẳng định về hàm lượng được thêm vào 
nằm trong giới hạn của quy trình sản xuất và không vượt 
quá 20 %. Cách chi hàm lượng chất bào quản sè là một trị 
số tiếp theo là đơn vị đo, ví dụ 0,015 mg/ml hay 0,1 %.
Các chất kháng khuẩn thông dụng nhất là 2 họp chất cơ 
kim thủy ngần {phenylmercuric nitrat và thimerosal), 
4 ester đồng đãng của acid p-hydroxybenzoic. phenol, 
benzyl alcol và clorobutanol. Phương pháp xác định 
2 hợp chất cơ kim thủy ngân là phương pháp cực phổ các 
chất còn lại có thể xác định bàng phương pháp sắc ký khí. 
Ngoài ra, phương pháp thông dụng hiện nay để xác địnli 
các paraben là phương pháp sắc kv lỏng.

Phương pháp sắc ký khí
Quy trình chung ghi dưới đây cỏ thể áp dụng đê định lượng 
benzyl alcol, clorobutanol, phenol và các paraben (methyl, 
ethyl, propyl và butyl ester của acid p-hydroxybenzoic). 
Đôi với các paraben nêu có mặt thì có thể xác định riêng 
từng chất một. Chuẩn bị dưng dịch chuẩn nội và dung dịch 
chuán cho mỗi chất như chi dần dưới đây. Trừ khi có chi 
dẫn khác, chuẩn bị dung dịch thừ từ nhưng lượng đo chính
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xác dung dịch chuẩn nội và mầu thư sao cho nông độ của 
chất bảo quàn cần phân tích và thành phần dung môi gần 
với nồng độ và thành phần dung môi của dung dịch chuân. 
Các thông số cùa máy sắc ký khí được khuyến cáo trong 
Bang 10.20.1 kèm theo, khí mang cỏ thể là khí heli hoặc 
nitrogen, detector ion hóa ngọn lửa.

Hemyl alcoỉ
Dung dịch chuồn nội: Hòa tan khoảng 380 mg phenol 
(77) trong 10 ml methanol (77) trong một bình định mức 
200 mi. Thêm nước đến vạch, lẳc đều.
Dung dịch chuẩn: Hòa tan khoảng 180 mg chất chuẩn 
benzyl alcol được cán chính xác, trong 20,0 ml methanol 
(77) chửa trong một bình định mức 100 ml. Thêm dung 
dịch chuẩn nội đen vạch, lac đêu.
Củch tiến hành: Tiêm riêng biệt các thẻ tích bang nhau 
(khoáng 5 ịil) cùa dung dịch chuân và dung dịch thừ vào 
hộ thốntỉ sắc ký, ghi lại các sắc đo với thiết bị sắc kv đâ 
được điểu chỉnh theo các thông số ghi trong Bàng Ị 0.20.1. 
Từ tỷ số diện tích pic benzyl alcol và diện tích pic phenol 
thu được trên sác ký đồ của dung dịch thừ và dumi dịch 
chuân, nồng độ chất đối chiếu benzyl alcol trong dung 
dịch chuân, tính hàm lượng benzyl alcoỉ (C7H|ịO) trong 
chế phẩm.

Cỉorobutanoỉ
Dung dịch chuẩn nội: Hòa tan khoảng 140 mg bemaỉdehyd 
(TT) trong một bình định mức 100 ml. Thêm 10 ml 
methanol (77), lắc nhẹ đế hòa tan rồi thêm nước cho đén 
vạch, lắc đều.
Dung dịch chuẩn: Chuyển khoáng 125 mg chất chuẩn 
clorobutanol được cân chính xác vào một bình định mức 
25 ml. Thêm 2 ml methanol (77), lắc nhẹ để hòa tan rồi 
pha loãng với nước đến vạch, lắc đều. Lấy 5,0 ml đung 
dịch thu được và 5,0 ml dung dịch chuẩn nội cho vào một 
bình định mức 25 ml, lấc đều đề thu được dung dịch có 
nồng độ clorobutanol khoảng 2,5 mg/ml.

PHỤ LỤC 10

Bảng ỉ0.20. ỉ - Các thông số của máy sắc ký

Chất cần phân tích
ị

Kích thước cột
(chiều dài X đưửng kính trong) Pha tĩnh và chất mang ; Tốc độ dòng

(ml/min)
: Nhiệt độ cột

(°C)

Benzyl alcoỉ 1,8 m X 3 [Tìm 5 %  G16/S1A 50 140

Clorobutanol 1,8 m X 2 mm , 5 %  G16/S1A ị 20 110

Phenol l ,2 m X 3 mm ; 5%  G1Ó/S1A 50 145

Các paraben 1,8 m X 2 mm 1 5 %  G2/S1A 20 150

Ghi chú:
G ỉ6: Polyethylen glycol có phân tứ lượng khoảng 15000.
G2: Nhựa dimethvlpolvsiloxan.
SI À: Đât silĩc loại dung cho sắc ký khí được nung bàng cách trộn diatomit với natri carbonat và nung ớ nhiệt độ trên yoo °c\
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Dung dịch thừ: Pha loãng (nếu cần) một thê tích chính 
xác chế phẩm thử với mcthanoì (77) đê thu được dung 
dịch chứa không quá khoảng 5.0 mg đorobutanol trong 
1 ml. Trộn 3,0 ml duns dịch thu được với 3,0 mỉ đung dịch 
chuẩn nội, lac đều.
Kiẻtn tra tỉnh phii họp cùa hệ thông:
Tiêm 1 ul dung dịch chuàn. Tiến hành sắc ký theo các điều 
kiện ghi trong Bàng 10.20.1, Đặt nhiệt độ buồng tiêm ở 
180 °c và nhiệt độ của detector ờ 220 cc. Ghi sắc ký đồ. 
Thời gian lưu tuông đối của pic bcn/aldehyd là 0,8 và cùa 
pic clorobutanol là 1,0; độ phân giải giữa pic ben/aldehyd 
và pic elorobutanol không được nhỏ hơn 2,0; độ lệch 
chuẩn tưong đối của diện tích pic của các lân tiêm lặp lại 
phài không dược lớn hơn 2,0 %.
Cách tiền hành: Tiêm riêng biệt các thê tích bang nhau 
(khoảng 1 |il) dung dịch chuẩn và dung dịch thử vào máy 
sắc ký. Từ tỷ số diện tích pic clorobutanol và diện tích pic 
bcnzaldehyd thu dược trên sắc ký dồ cùa dung dịch thừ 
và dung dịch chuẩn, none độ chất dối chiếu clorobutanol 
trong đung dịch chuân, tính hàm lượng clorobutanol 
(C4H7CI3O) trong chế phẩm.

Phenol
Dung dịch chuẩn nội: Hút 1,0 ml benzyl alcol chuẩn cho 
vào một bình định mức 500 ml, thêm methanol (77) đên 
vạch, lắc đểu.
Dung dịch chuẩn: Hòa tan khoảng 75 mg chất chuẩn 
phenol được cân chính xác, trong 7,5 ml methanol (TT) 
chứa trong một binh định mức 100 ml. Thêm 20,0 ml dung 
dịch chuẩn nội rồi thêm nước đến vạch, lắc đều.
Cách tiến hành: Tiêm riêng biệt các thể tích bang nhau 
(khoảng 3 pl) dung dịch chuẩn và dung dịch thử vào hệ 
thống sac ký, ghi lại các sắc đồ trên hộ thong sắc ký đã 
được điều chỉnh các thông số theo Bảng 10.20.1. Từ tv số 
diện tích pic phenol và diện tích pie benzyl aleol thu được 
trcn sắc ký đồ của dung dịch thử và dung dịch chuẩn, nồng 
độ chất đối chiếu phenol trong dung dịch chuẩn, tính hàm 
lượng phenol (C6II60 ) trong chế phẩm.

Methyỉparaben VÀ propylparaben
Dung dịch chuân nội: Cho khoáng 200 mg bemophenon 
(77) vào một binh định mức 250 ml, pha loãng bâng 
diethỵlether (TT) dến vạch, lắc đều.
Dutiiỉ dịch chuẩn: Cân chính xác khoảng 100 mg methyl- 
paraben chuẩn và 10 mg propylparaben chuân vào một 
binh định mức 200 ml. Pha loãng bằng dung dịch chuẩn 
nội đốn vạch, lắc dèu. Hút 10,0 ml dưng dịch thu được cho 
vào một bình nón cỡ 25 ml rồi tiến hành nhu chỉ dẫn ờ mục 
Dung dịch thừ bất dầu từ ‘Thêm 3 ml pyridin (77)...”. 
Dung dịch thử: Hút 10,0 ml mẫu thừ và 10,0 ml dung dịch 
chuun nội cho vào một binh gạn nhỏ. I .ẳc mạnh, đổ cho phàn 
lớp, rút lớp nước vào một hình gạn khác và chuyến lớp ether 
vào một hình thủy tinh nhỏ qua một phễu lọc có natri Siiỉ/at 
khan (77). Chiết lớp nước 2 lằn, mồi lần với ỉ 0 ml diethylethcr 
(7 7) và lục dịch chict qua phễu có natri sulfat khan (77). 
Làm bay hơi dịch chiết ether dưới một luồng không khí khô

mụ ỉ.ục: K)
chu đèn khi còn khoáng 10 ml thì chuyên sang một binh 
nón 25 ml. Thêm 3 ml pyridin (77) rồi làm bay hơi ether 
hoàn toàn và đun sôi trên bèp nóng cho đen khi còn khoảng 
1 ml. Làm nguội, thém 1 mỉ thuôc thừ silan hóa thích hợp 
như his(trimcthylsilyl)- triíluoroaectamiđ, bis(trimethylsilyl) 
acetamid, hoặc hỗn hợp cùa hexamcthyldisiiazan và 
trimcthylclorosilan (tv lệ 2:1 hoặc 3:1 theo thê tích). Trộn 
đều rồi đê vân ít nhất 15 min.
Cách tiến hành: Tiêm riêng biệt các thổ tích bằng nhau 
(2 pl) dung dịch đà được silan hóa của dung dịch chuẩn và 
cùa dung dịch thử vào hệ thống sắc ký, ghi lại các sắc đồ 
trên hệ thống thiết bị đà được điều chinh theo các thông số 
ghi trong Bàng 10.20.1.
Từ tỳ- số diện tích pic methvlparaben và diện tích pic 
benzophenon thu được trên sác ký dồ của dung dịch thử và 
dung dịch chuân, nồng độ chất đối chiếu methylparabcn 
trong dung dịch chuẩn, tính hàm lượng methylparabcn 
(C8IIg03) trong chế phẩm.
Cũng theo cách tương tự, từ tỷ số diện tích pic propyl paraben 
và diện tích pic benzophenon thu được trên sắc ký đồ cùa 
dung dịch thừ và dung địch chuẩn, nồng độ chất đổi chiếu 
propylparaben trong dung dịch chuẩn, tính hàm lượng của 
propylparaben .(CioIbAi) trong chể phẩm. Ethylparaben 
và butylparaben cũng có thề được định lượng băng cách 
tương tự như trên.

Phirong pháp sắc ký khí sử dụng cột mao quản
Ngoài phương pháp sẳc ký khí sử dụng cột nhồi như trên, 
các chất benzyl alcol, cỉorobutanol, phenol có thể được xác 
định bằng phương pháp sác kỷ khí sừ dụng cột mao quản 
với các điều kiện sắc ký như sau; Cột DB1 (30 m X 0,25 ID111 
X 0,25 pm), pha tĩnh 100 % dimethylpolysiloxan, tốc độ 
dòng 1,2 mbmin, nhiệt độ cột là 320 °c.

Phương pháp sắc kv lỏng xác định methylparaben 
và propylparaben
Pha động: Nước - ac.etonitrìl (50 ; 50), điểu chình tỷ lệ
neu cần.
Dung dịch thử: Pha loãng chính xác một thê tích dung dịch 
chế phẩm có chúa khoáng 0,5 mg methylparaben hoặc
0. 2 mẹ propvlparaben tới vừa đũ 20,0 ml bang pha động.
1. ăcđêu, lọc.
Dung dịch chuẩn: Cân chinh xác một lượng methylparabcn 
chuẩn và propylparaben chuẩn, hoà tan trong pha 
dộng để thu được dung dịch có nồng độ methylparaben 
khoảng 0,025 mgứnl và nồng độ propylparaben khoáng 
0,010 mg/ml.
Điếu kiện sac kỷ:
Cột kích thước (15 cm X 4,6 mm) được nhôi pha tĩnh c  
(5 pin).
Detector quang phổ hấp thụ từ ngoại dặt ờ bước sóng 256 nni. 
Thề tích tiêm: 20 pl.
'rốc  độ dòng: 1 ml/min.
Cách tiền hành:
Kiêm tra tính phù hợp của hệ thong sac kỷ; Tiến hành 
sắc kv dối với dung dịch chuẩn, trên sắc ký đỏ, thứ tự
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rửa giải lần lượt là mcthvlparabcn và propỵlparaben. Độ 
lệch chuẩn tương dối cùa thời gian lưu và diện tích pic 
methylparaben và propylparaben trong 6 lần tiêm lặp lại 
không được lớn hơn 2,0 %; hệ số đối xứng của các pic nhò 
hon 2; hộ số phân giải giừa các pic lớn hơn 2,5.
TÍCH hành sắc ký với dung dịch chuấn và dung dịch thử.
Tinh hàm lượng cùa inethylparaben, C8HgO?, và propy Iparaben, 
C10n , A  ứong chế phầm dựa vào diện tích pic trên sắc ký đồ 
của dung dịch chuãn và dung dịch thừ, hàm lượng C$HA và 
CioH|20 3 trong methylparaben và propylparaben chuẩn.

Phương pháp cực phổ

Phenvỉntercuric nitrai
Dung dịch thừ: Hút 10,0 mỉ mầu thừ cho vào một binh 
định mức 25 ml. thêm 2 ml dung dịch kaỉi niírat ỉ  % (TT) 
và ỉ 0 ml dung dịch đâm burat kiềm phỉ 9,2 (77), điều chình 
dến plỉ 9,2 nêu cần bằng cách thêm ac.id nitric 2 M (Tỉ). 
Thêm 1,5 ml dung dịc.h ge.latin 0,1 % (Tỉ) mới pha, thỏm 
dung dịch đệm borat kiêm pH 9,2 (Tì) đến vạch, trộn đều. 
Dung dịch chuẩn: Hòa tan khoảng 100 mg phenylmercuric 
nitrat chuẩn được cân chính xác trong dung dịch natri 
hydroxyd 0,4 % (77) chứa trong một bình định mức 
1000 ml, làm ấm nếu cần đê dề hòa tan. Thêm dung 
dịch na!ri hydroxvd 0,4 % (77) đen vạch, lấc đều. Hút
10,0 ml dung dịch thu được cho vào một bình định mức 
25 ml rồi tiến hành như chỉ dẫn ở mục Dung dịch thử bẳt 
đầu từ “Thém 2 mi dung dịch kaỉi nitrat ỉ 
Cách tiên hành: Hút một phần dung dịch thư cho vào bình 
cực phô, đuôi không khí trong dung dịch bằng dòng khí 
nitrogen thoi qua trong 15 min. Đặt điện cực giọt thủy 
ngân của máy cực phổ thích h(7p và ghi lại cực phổ đồ 
trong khoảng điện thế từ -0,6 V đến -1,5 V so với điện cực 
calome! bào hòa. Xác định cường độ dòng khuếch tán của 
dung dịch thừ, (ij)u> là hiệu số giữa cường độ dòng lon 
dư và cường độ dong giới hạn. Theo cách tương lự, xác 
định đông thời cường độ dòng khuếch tán, (ij)s, của dung 
dịch chuân. Tính hàm lượng của phcnylmercuric nitrat 
(C6H5HgNOv) trong mẫu thừ tính bàng pg/inl theo công 
thức sau:
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- - ,, ( Ò i ) u  2 ,5 * 0  —
Odh

Trong đó:
c  là nông độ (pg'ml) của phenvlmercurie nitrat trong dung 
dịch chuẩn.

Thimerosaỉ
Dung dịch chuân: Vào ngày sử dụng, cắn chính xác 
khoảng 25 mg thimerosal chuẩn, chuyến vào binh định 
mức 250 ml, thêm nước cất đến vạch, lắc đều. Tiến hành 
trong điều kiện tránh ánh sáng. Hút 15,0 mí dung dịch thu 
dưọc cho vào một binh định mức 25 mỉ. thêm 1,5 ml thtng 
dịch geỉatin ờ. Ị % (77) rồi thêm dung dịch kaỉi ni trư t ỉ ['tì 
(TT) đến vạch, lắc đèu.

Dung dịch thử: Hút 15,0 ml mẫu thừ cho vào một bình 
định mức 25 ml, thêm 1,5 mi dung dịch gelatin 0,1 % (Tỉ) 
rồi thêm dung dịch kali nìtrat ỉ  % (71) đến vạch, lắc đều. 
Cách tiến hành: Hút một phần dung dịch thừ cho vào bình 
cực phồ, đuổi không khí bằng cách sục dòng khí nitrogen 
qua dung dịch đo trong 15 min. Đặt điện cực giọt thủy 
ngân của máy cực phổ thích hợp và ghi lại cực phổ đồ 
trong khoáng điện thể từ -0,2 V đổn -1,4 V so sánh với điện 
cực calomel bão hòa. Xác định cường độ dòng khuếch tán 
cùa dung dịch thử, (id)u> là hiệu số giữa cường độ dong 
tồn dư và cường độ dòng giới hạn. Theo cách tương tự, 
xác định đồng thời cường độ dòng khuếch tán, (id)s, của 
dung dịch chuẩn. Tính hàm lượng (pg/ml) cùa thimcrosa! 
(C6H9HgNa02S) trong mẫu thừ theo công thức sau:

1 ,6 6 7 * 0 —77~
Ud)s

Trong đó:
c  là nồng độ (pgdĩil) của thimerosal trong dung dịch chuẩn.

10.21 ĐỊNH LƯỢNG ACID OMEGA-3 TRONG 
DẰU CÁ

Dầu cá là sàn phẩm có nguồn gốc từ các loài cá thuộc 
họ Cá trổng (Engrauỉidae), Cá khế (Carangĩdae), Cá trích 
0Cỉupeidae), Cá ốt me (Osmeridae), Cả Hồi (Salmonidae), 
Cá ngừ (Scombridae). Dâu cá có chứa acid omega-3. Acid 
omega-3 bao gồm acid ữ/p/ỉớ-linolenic (CỈ8:3 n-3), acid 
moroctic (0 8 :4  n-3), acid eicosatetraenoic (C20:4 n-3), 
acid timnodonic (eicosapentaenoic) (C20:5 n-3; EPA), 
acid heneicosapentaenoic (C21:5 n-3), acid clupanodonic 
(C22:5 n-3) và acid cervonic (docosahexaenoic) (C22:6 
n-3; DIIA).

EPA và DHA
Phương pháp sắc ký khí (Phụ lục 5.2).
Quá trình xử lý mau cần được tiến hành nhanh, trành tiếp 
xúc với ánh sáng, các tác nhân arv hóa, chắt xúc tác quá 
trình avv hóa (ví dụ: đông, sắt) vờ khàng khí.
Phương pháp được áp dụng để phán tích dạng methyl hoặc 
ethyl ester của acid (all-Z)-dcosa-5.8,l 1,14,17-pentaenoic 
(EPA; 20:5 n-3) và acid (all-Z)-docosa-4,7,10,13,ló,19- 
hexacnoic (DHA; 22:6 n-3).

Chuẩn nội: Methyl trie OS an oat 777).

Dung ứich th ử  (a)
A. Áp dụng với che phâm chứa acid omega-3 ử dạng 
ethyl ester: Hòa tan một lượng chế phẩm tương ứng trong 
Bàng 1 và khoảng 70,0 mg chuẩn nội bang dune dịch 
butyỉhvdroxytoluen (TI) 0,005 % trong trimethyỉpentan 
(77) và pha loãng thành 10,0 ml với cùng dung môi. Có 
thể đun nóng nhẹ (tới 60 °C) để hòa Lan chuẩn nội.
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Bàng ỉ - Khối lượng mầu chá phẩm dùng thử nghiệm

Tổng hàm lượng 
EPA và ĩ)HA (%)

30-50 
50-70 
70 - 90

Khối lưọng mẫu chế phấm dùng 
thừ nghiệm (g)

0,4 - 0,5 
0,3 

0,25

B. Áp dụng với chế phẩm chứa acid omega-3 ờ dạng 
triglycerid: Lấv 2,0 ml dung dịch thu được ờ phép thử A 
vào ổng thủv tình thạch anh có nắp xoáy dung tích thích 
hợp, bay hơi dung mõi den khô dưới dòng khi ni trogen 
(77). Thêm 1,5 ml cỉung dịch natri hvdroxvd (77) 2 % trong 
methanoỉ (TT), thổi khí nilrogen, nắp kín bang nắp đậy có 
có bao lớp polytetrafluorocthylen, lắc đều. Đun trên cách 
thùy trong 7 min, để nguội. Thêm 2 ml dung dịch Ị)i)ron 
tricỉorid trong methanoì (77), thôi khí ni trogen (77), nắp 
kín, lấc nhẹ. Dun trên cách thủy trong 30 min. Đe nguội 
tới 40 - 50°c, thêm 1 ml trimethyỉpentcữĩ (77), nắp kín, 
lắc mạnh ít nhất 30 s. Ngay lập tức, thêm 5 ml dung dịch 
natri cỉorid bão hòa (77), thổi khí ni trogen (Tí), nảp kín, 
lẳc kỹ trong ít nhất 15 s, Iv tâm 3000 r/min trong 5 min, 
hoặc để tách lớp. Chuyến lớp trimcthylpentan (lớp trên) 
sang lọ thủy tinh khác, phàn còn ỉại (lớp dưới) được chiết 
với 1 ml trimethyỉpentan (TT) thêm một lần nữa. Gộp các 
dịch chiết trimethyỉpentan. Rửa dịch chiết trimcthylpentan 
với nước hai lần, mỗi lẩn 1 ml, sau đỏ làm khô dịch chiết 
trimethylpentan bang natri Sulfat khan (77) được dung 
dịch tiêm sắc ký. Chuẩn bị 3 dung dịch thử,

Dung dịch thử (h): Hòa tan 0,300 g ché phẩm bàng 
dung dịch hutvỉhydroxytoỉuen (TT) 0,005 % trong 
trimethyỉpc.ntan (TT) vả pha loãng thành 10,0 mỉ bàng 
cùng dung môi. Tiếp tục các bước tương tự như chuẩn bị 
dung dịch thử (a).

Dung dịch đối chiếu (a}): Hòa lan khoảng 70,0 mg 
chuẩn nội và 90,0 mg acid eicosapentacnoic cthyl ester 
chuẩn trong dung dịch butyỉhydroxytoỉuen (77) 0,005 % 
trong trimethylpentan (77), pha loằng thành 10,0 ml hàng 
cùng dung môi. Có thể đun nóng nhẹ (tới 60 °C) để hòa 
tan chuân nội,

Dung dịch đối chiếu (tì2): Hòa tan khoảng 60,0 mg acid 
docosahexaenoic ethyl ester chuẩn và 70,0 mg chuẩn nội 
trong dung dịch butyỉhydroxyioluen (77) 0,005 % trong 
trimethyỉpentan (77), pha loãng thành 10,0 ml bầnc cùng 
dung môi. Có thể đun nóng nhẹ (tới 60 °C) đe hòa tan 
chuẩn nội.
Chuẩn bị dung dịch đối chiếu («,) và (a2) theo các bước 
như mô tà tại mục A cùa phần Dung dịch thử (a) nếu kiểm 
tra chế phẩm chứa aciđ omega-3 ờ dạng cthyl estc; tiếp tục 
theo các bước mô tả tại mục B cùa phần Dung dịch thử 
(a) nếu chế phẩm chứa acid omega-3 ở dạng trigiycerid. 
Chuẩn bị 3 dung dịch dối chiếu dổi với mồi mầu chế phẩm 
cân ki ém tra.

Dung dịch dối chiểu (bị: Hòa tan 0,3 g methyỉpaỉmitat 
(TI). 0,3 g methyỉ stearat (Tỉ), 0,3 g methyì arachidat 
(77; and 0,3 2 methyỉ behenat (77) trong dung dịch 
buryỉhydroxytolucn (77) 0,005 % trong trỉmethylpentan 
(77), pha loãng thành 10,0 ml hàng cùng dung môi.

Dung dịch đối chiếu (c); Hòa tan khoảng 55,0 mg acìd 
docosahexaenoic me t hy Ị ester (77) và khoang 5,0 mg 
tìCĩd tetrưco.s-ỉ5 -enoic mc.thyl ester (77) trong dung dịch 
buỉylhydroxytnỉuen (77) 0,005 % trong trimeỉhyỉpentan 
(77;. pha loãng thành 10,0 ml bằng cùng dung môi.

Diều kiện sắc kỷ
Cột mao quản bàng silica nung chày, chiều dài ít nhất 25 m, 
đường kính 0,25 mm. được phù lóp phim macrogol 20000 
đày 0,2 pin.
Khí mang: ỉĩydrogen (77) hoặc heỉi dùng cho sắc ký khí (77). 
Tốc độ dòng: 1,0 ml/min.
Dctector ion hóa ngọn lừa 
Thổ tích tiêm: 1 pl. tiêm 2 lần.
Tỳ lộ chia đòng 1: 200. Nếu hệ thống sắc ký sừ dụng chế độ 
không chia dòng, các dung dịch thừ và đối chiểu phài được 
pha loãng 200 lẩn bằng dung dịch butyỉhydroxytoỉuen (ÍT) 
0,005 % trong irimethxỉpentan (Tí) trước khi ticm sắc ký. 
Chương trình nhiệt độ:

Thòi gian Nhiệt độ
(min) (°C)

Cột 0 -2 170
2 - 25,7 170 —* 240
25.7 -2« 240

Buồng ticm Ị 250
Detector 270

Tính phù họp hộ thống:
Trên sắc ký đồ thu được cùa dung dịch đổi chiếu (b), phần 
trăm diện tích của các pic tăng dần tương ứng với các chất 
sau: methyl pal mi tat, methyl s tear at, methyl arachidal, 
methyl behenat. Phần trăm diện tích của pic methyl pa Imitat 
vù pic methyl bchenat khác nhau không quá 2,0 %.
Độ phân giãi: Trên săc kv đô thu được của dung dịch đôi 
chiếu (c). độ phân giải giữa pie của acid docơsahexaenoat 
mcthvl ester và acid ictracos-15-enoic methyl ester không 
nhỏ hơn 1,2.
Trên sắc kỷ đồ cùa dung dịch thừ (a), pic của methyl 
tricosanoat và bất kỳ pic cùa acid hencicosapentaenoie 
methyl ester hoặc ethyl ester (C21:5) khi so sánh với sắc 
ký đồ cùa dung dịch thử (b) phải cho thấy sự tách biệt rõ 
(nếu không phải dùng hệ số hiệu chỉnh).
Tính hàm lirựng phan trăm của EPA và DIIA theo công 
thức sau:

¿X*
A x ) mI mí r  1

—  ‘ X X X -  — -
tnx ì A¡ A Kr IU' xCxỉOO
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Trong đó:
111, là khối lượng chuẩn nội trong đung dịch thừ (a), lính 
bằng mg;
m2 là khối lượng chế phẩm trong dung dịch thử (a), tỉnh 
bằng mg;
mx -Ị ỉà khối lượng chuẩn nội trong dung dịch đổi chiếu 
(aj) (định lượng EPA) hoặc trong dung dịch đôi chiêu (a2) 
(định lượng DMA), tính bằng mg;

f là khối lượng acid eỉcosapcntaenoic ethyl cster cliuẩn 
trong dung dịch đổi chiếu (a,) hoặc acid đocosahexaenoic 
ethyl esler chuẩn trong dung dịch đối chiếu (a->), tính 
bằng tng;
Ax lả diện tích pic cùa acid eicosapentaenoic ester hoặc 
acid docosahexaenoic ester trong sắc ký đồ cùa dung dịch 
thử (a);
Axr là diện tích pic của acid eicosapentaenoic ester 
trong sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu (a,) hoặc acid 
docosahexaenoic ester trong sắc ký đồ của dung dịch đổi 
chiếu (a2);
Ai là diện tích pic chuẩn nội trong sắc ký đồ của dung dịch 
thừ (a);
Ax 3 là diện tích pic chuân nội trong sắc ký đồ dung cùa 
dịch đối chiếu (aj) (định lượng EPA) hoặc trong sắc ký đồ 
của dung dịch đối chiếu (a2) (định lượng DHA);

c  là hệ số chuyển đổi giữa dạng ethyl cster và dạng 
triglycerid: c  = 1,00 đổi vời ethyl ester; c  = 0,954 đổi với 
EPA; c  = 0,957 đổi với DI1A.

Aciíl omcga-3 toàn phần
Xcm sắc kỷ đồ cùa acid omega-3 toàn phàn trong dầu cá 
trong Hình 10.21.
ITr kết quả định lượng EPA và DHA, tỉnh hàm lượng phần 
trăm cùa acid om.cga-3 toàn phần theo công thức sau:

EPA+ĐHA +
Án.s(EPA +DHA)

A-EƯA + Á-DHA
Trong đó:
EPA là hàm lượng phàn trăm cùa EPA;
DHA là hàm lượng phần trăm cùa DHA;
An.Ị tổng diện tích của các pic CT8:3 11-3, 0 8 :4  n-3, 
C20:4 n-3, 021:5 Ĩ1-3 and C22:5 n-3 ester trong sắc ký đồ 
cùa dung dịch thử (b);
A [.ị»a  là diện tích pic cùa EPA cster trong sắc ký đồ của 
dung dịch thử (b);
Adha là diện tích pic của DHA cster trong sắc ký đồ của 
dung dịch thử (b).

3 .0 6 :1  n-7 6. 0 8 :1  n-9 9. 0 8 :3  11-3 12. C?.0:ln-9 14. C20:4 n-6 17. C22:) n-11 20. 022:5 n-6

Hình Ỉ0.2Ị - Săc ký đô d i n h  lirọug acid omega-3 toàn phần trong dầu cá



10.22 ĐỊNH LƯỢNG VITAMIN D

Hoạt lực cùa vitamin D dược tính theo dơn vị quốc tế 
(ký hiệu ĨU). 1 IU vitamin D tưotĩg đương với 0,025 |ig 
ergocalciteroỉ hoặc cholecalciferol.
Quy trinh định lượng vitamin D cần dược tiến hành nhanh, 
hạn chê tối đa ticp xúc với không khí và ánh sáng, tốt hơn 
hết là sữ đụng sự che phủ của khí trơ và thủy tinh màu,

Phương pháp 1: Phương pháp sắc ký lỏng
Quy trình sác ký lỏng sau đây được áp dụng cho định lượng 
vitamin D dưới dạng crgocalciferol hoặc cholccalcifcrol 
trong các che phẩm thuốc đa vitamin.

ỉỉổa chất và thuốc thử đặc hiệt
Ether (TTị): Ether (TT) được sử dụng trong vòng 24 h sau 
khi mở lụ.
Hexan khan (TTị): Được điều chế bằng sắc ký cột hấp phụ. 
Chuẩn bị cột sác ký (60 cm x 8 cm) nhồi 500 g đất silic 
dùng cho sắc ký (50 - 250 ụm) (TT) đã được hoạt hóa bằng 
cách sấy ở 150 °c trong 4 h. Cho 500 ml hex an (TT) qua 
cột và hửng dịch rữa giải vào bình nón nút mài.
Dung dịch butyl hydroxytoluen (Tỉ): Hòa tan 1,0 g bu ty ỉ 
hydroxvtoỉuen (TT) trong ether dầu hỏa tinh khiết sắc ký 
(77) vừa đù 100 ml.
Dung dịch kali hydroxyd (TTị): Hòa tan 50,0 g kali 
hydroxvd (77) trong 50,0 mi nước vừa đun sôi, lắc đều và 
để nguội. Pha mới dung dịch hàng ngày.
Dung dịch kali hvdroxyd trong ethanol 96 % (77/); Hòa 
tan 3 g kali hydroxvd (TT) trong 50 ml nước vừa đun sôi, 
thêm 10 ml ethanol 96 % (TT). pha loàng thành ì 00 ml với 
nước vừa mới đun sôi, lắc đều và để nguội. Pha mới dung 
dịch hàng ngày.
Dung dịch natri ascorbat (TT): Hòa tan 3,5 g acid ascorbic 
(77) trong 20 ml dung dịch natri hydroxyd ỉ N (77). Pha 
mới dung dịch hàng ngày.
Dung dịch natrỉ sulßd (77/): Hòa tan 12 g natri Sulfid (Tì) 
trong 20 ml nước, pha loãng thành 100 ml bàng glycerin 
(IT) và lắc đều.

Phương pháp sắc kỷ lỏng (Phụ lục 5.3).
Pha động:
Pha động A: Hỗn hợp acetonỉtrìỉ - methanol - nước 
(25 : 25 : 1). Lượng nước và tốc độ dòng có thể thay đổi đê 
đáp ứng yêu cầu của độ thích hợp hệ thống.
Pha độ nu B; Hỗn hợp alctìỉ n-amylic - hexơn khan 
(3 : 997). Tỳ lệ các thành phán và tôc độ dòng có thê thay 
đôi đê đáp ứng ycu câu của độ thích hợp hệ thông.
Dung dịch chuẩn nội: Cân chính xác 15 mg 
A4,6-cholestadienol chuẩn vào bình định mức dung tích 
200 ml, thêm hồn hụp toỉuen - pha động B (10 : 90) đến 
vạch và lắc đều.
Dung dịch chuẩn: Cân chính xác khoảng 25 mg 
ergocalciferol chuần hoặc cholecalciferol chuẩn vào bình 
định mức dung tích 50 ml, hòa tan không làm nóng trong 
toluen (77), pha loãng đến vạch với cùng dung môi và lắc 
đều. Lấy 10 ml dung dịch chuẩn gốc vào bình định mức
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dung tích 100 mi, pha loãng đến vạch với tollten (TT) và 
lắc đêu. Pha rrnri dung dịch chuẩn gốc hàng ngày.
Dung dịch thử:
Đoi với dung dịch dầu: Cân chính xác một lượng chế phẩm 
(không ít hơn 0,5 g) tương ứng với khoảng 125 |ig (5000 ỈU) 
cholecalciferol hoặc ergocalcifcrol. Thêm 1 ml dung dịch 
natri ascorbat (77), 25 ml ethanoỉ 96 % (Tỉ) và 2 tnl dung 
dịch kaỉi hydroxyd (Tỉ)) và ỉẳc đều.
Đoi vời viên nang vả viên nén: Đun hồi lưu trôn cách thủy 
không ít hơn 10 viên nang hoặc viên ncn với hỗn họp gồm 
lOml dung dịch natri ascorbat (77) và 2 giọt dung dịch 
natri Sulfid (TTi) trong 10 min, nghiền những mẩu rắn còn 
lại bàng đũa thủy tinh đầu tù và tiêp tục đun nóng trong 
5 min. Làm mát, thêm 25 ml ethanol 96 % (77), 3 ml dung 
dịch kali hydroxyd (Tỉ)) và lac đều.
Dối với chê phàm khô và ché phảm phán tán trong nước: 
Cân chính xác một lượng ché phẩm (không quá 0,5 g) 
tương ứng với khoảng 125 pg (5000 IU) cholccalciferol 
hoặc ergoealciferol. Thèm từng lượng nhò kèm theo lắc 
tròn nhẹ nhàng 25 ml ethanoỉ 96 % (77), 5 ml dung dịch 
natri ascorhat (77) và 3 ml dung dịch kali hydroxyd (77/). 
Tiến hành xà phòng hỏa và chiết: Đun hồi lưu hỗn hợp 
được chuẩn bị từ ehe phẩm trôn cách thủy trong 30 min. 
Làm lạnh nhanh dưới vòi nước và chuyên hồn hợp đã 
được xà phòng hóa vào bình gạn, tráng bình nón dùng đe 
xà phòng hóa làn lượt với: 2 lần, mỗi lần 15 ml nước, 
10 ml ethanoỉ 96 % (77): 2 lần, mổi lần 50 ml ether (77/). 
Chuyển toàn bộ dịch rửa vào bình gạn trên và lấc mạnh 
trong 30 s, để yên tới khi cà hai lớp trong. Chuyển lớp 
nước vào bình gạn thứ hai, thêm hỗn hợp 10 ml ethanoỉ 
96 % (77) và 50 ml ethcr dầu hòa (77) và lắc mạnh. Đc 
tách lớp và chuyển lớp nước vào bình gạn thứ ba, chuyển 
lớp ether dầu hỏa vào bình eạn thử nhất, tráng bình gạn thử 
hai bàng ether dầu hỏa (77) 2 lần, mỗi lần 10 ml, chuyên 
dịch rửa vào bình gạn thứ nhất. Lắc lớp nước ờ bình gạn 
thứ ba với 50 mì ether dầu hỏa (77) và chuyên lớp ether 
dằu hỏa vào bình gạn thử nhất. Rừa toàn bộ dịch chiêt 
ethcr - ether dầu hòa với dung dịch kali hydroxỵd trong 
ethanol 96 % (77/) 3 lần, mỗi lần 50 ml và tiếp tục rửa 
bàng lắc mạnh với nước mồi lần 50 ml tới khi nước rửa 
trung tính với phenoỉphthaỉeìn fTT). Làm kiệt những giọt 
nước còn lại cùa dịch chiết cthcr - ethcr dầu hỏa, thêm 
2 miếng giấy lọc đường kính 9 em, cất thành dải vào bình 
gạn và lắc. Chuyển dịch chiết ether - ether dầu hòa vào 
binh cầu đáy tròn, rữa bình gạn và giấy lọc băng ether 
dầu hóa (77). Gộp dịch rửa ether dâu hỏa với dịch chiẻt 
ether - ether dầu hòa, thêm 5,0 ml dung dịch chuẩn nội và 
100 pl dung dịch butvl hydroxytoluen (77) và lấc đều. Bốc 
hơi đến khô bằng cất quay chân không ừ nhiệt độ không 
quá 40 °c. Làm mát dưới vòi nước và dua nitrogen vào 
đù đế phục hồi áp suất không khí. Hòa tan ngay cắn trong 
5 mi hỗn hợp methanol - acetonitril (1 : 1) hoặc trong 
một thế tích chính xác cùa hồn hợp methanol - acetonitriỉ 
(1 : 1) để thu được dung dịch thừ có nồng độ Vitamin D là 
25 pg 'ml.

DƯỢC D ii.s  VIỆT NAM V
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Điều kiện sắc ký:
Cột Làm sạch: Cột kích thước (30 cm X 4,6 mm) được nhoi 
pha tĩnh B (5 pm hoặc 10 pm) sử dụng pha động A.
Cột phân tích: Cột kích thước (25 cin X 4,6 mm) được nhồi 
pha tình A (5 pm hoặc 10 pm) sừ dụng pha dộng B.
Tốc độ dòng: 1 ml/min.
Dctcctor quang phổ tử ngoại đặt ở bước sóng 254 nm.

Cách tiến hành:
Kiểm tra tỉnh phù hợp của hệ thong đổi với cột làm sạch: 
Lấy chỉnh xác 5,0 mi dung dịch chuẩn vào binh cầu đáy 
tròn nối với ống sinh hàn hồi lưu, thêm 2 hoặc 3 tinh 
thể butyl hydroxytoỉuen (Tĩ). Thay thể không khí bằng 
nitrogen, đun nóng trong cách thủy duy trì ử nhiệt độ 
90 °c trong ánh sáng dịu dưới khí nitrogen trong 45 min 
để thu được dung dịch có chửa vitamin D và tiền vitamin 
D. Làm lạnh và thêm 10,0 mỉ dung dịch chuân nội, lắc đều 
và bốc hcri bằng cất quay chân không ờ nhiệt độ không quá 
40 °c. Làm lạnh dưới vòi nước và dưa mtrogen vào đủ đô 
phục hồi áp suất không khi. Hòa tan ngay can trong 10 mỉ 
hôn họp methanol - acetonitril (I : 1) và lăc đêu.
Tiêm 500 pl dung dịch này vào cột làm sạch. Săc ký đô 
có một pic có thời gian lưu khoảng 5 min đến 9 min tương 
ứng với pic của hồn hợp gồm vitamin D, tiền vitamin D vả 
A4,6-cholc$tadienol được tách khỏi các chât khác. Điêu chinh 
ti lệ nước hoặc tốc độ dòng nếu cần (xem pha động A). 
Kiêm tra tỉnh phù hợp cùa hệ thông đôi với cột phân tích: 
Cân khoảng 100 mg chất chuẩn thừ độ thích hợp hệ thong 
của định Ỉưựỉĩg vìtamin D vào bình định mức dung tích 
100 ml. hòa tan và pha loãng đến vạch bằng hồn hợp toỉuen 
- pha động B (5 : 95) và lắc đều. Đun hồi lưu một phần 
dung dịch này ờ 90 °c trong 45 min va làm lạnh, thu được 
dung dịch thừ độ thích hợp hệ thống của cột phân tích. 
Tiêm dung dịch thừ độ thích họp hệ thống của cột phân 
tích 5 làn: Thời gian lưu tương đòi ỉà khoảng 0,4 với 
pre-cholecalciferol, 0,5 với trans-cholecalciferol và 1,0 với 
cholecalciíerol. Độ phân giải giữa pic trans-cholecalciíerol 
và pre-choleca!ciferoỉ không nhỏ hơn 1,0 và độ lệch chuẩn 
tương đôi cùa đáp ứng pic cholecalciferol không quá 2,0 %. 
Hiệu chuân hệ số đáp t'mg cùa viỉamin D: Lấy chính xác
4,0 ml đung dịch chuân và 10,0 ml dung dịch chuân nội vào 
binh định mức đune tích 100 ml, pha loãng đến vạch với 
pha động B và lắc đêu đè thu được dung dịch chuẩn làm 
việc. Bảo quàn dung dịch chuẩn làm việc ừ nhiệt độ không 
quá 0 °c (giữ phán chưa dùng cho tiến hành định lượng). 
Tiêm 200 gỉ dung dịch chuẩn làm việc vào cột phân tích và 
đo đáp ứng pic của vitamin D và A4'6-cholestađienol. Thời 
gian lưu tương đối của Á4'6-cholestadienol là khoảng 1,3. 
Tính toán hệ số đáp ứng, FD, bàng công thức sau:

Trong đó:
b D ~ Cs

Rs X CR

c s va CR là nồng độ tương ứng của vitamin D và
A‘1Ãcholestadieno] trong dung dịch chuẩn làm việc (gg/ml). 
Rs làti sô đáp ứng pic của vitamin Dđôi vcViA4 6-cholestađienol. 
Hiệu chuân hệ so đáp ứng của tiền vitamin D: Lấv chính 
xãc 4 ml dung dịch chuẩn vảo bình cầu đáy tròn nổi

với ống sinh hàn hồi lưu, thêm 2 hoặc 3 tinh thỏ hutyỉ 
hydroxytoỉuen (7 7 ). Thay thế không khí bằng nitrogen, 
đun nóng trong cách thủy duy trì ở nhiệt 90 °c  trong ánh 
sáng dịu và dưới khí nitrogen trong 45 min để thu dược 
dung dịch có chứa vitamin D và tiền vitamin D. Làm mát 
và sừ dụng pha động B để chuyên toàn bộ dung dịch trên 
vào binh định mức dung tích 100 ml có chừa 10,0 ml dung 
dịch chuẩn nội, pha loãng đến vạch với pha dộng B và lắc 
đều, thu được dung dịch hỗn họp làm việc.
Tiêm 200 pl dung dịch hỗn họp làm việc vào cột phàn 
tích và đo đáp ứng pic của vitamin D, tiền vitamin I) và 
À4’6~cholestadienoỉ. Tính toán nồng độ c s (pg/ml) cùa 
vi tam in D trong dung dịch hồn hợp làm việc (đã đun nóng) 
bàng công thức:

C‘s -  Fị) x  C r  x  R ’s

Trong đó:
CR là nồng độ cùa A4'6-c,holcstadicnol (pg/ml);
R's là tỉ số đáp ứngpic cùa vitamin D đối với A4’6-cholestadienol. 
Tinh toán nồng độ, C/W. (pgrìĩìl), cùa tiền vitamin D trong 
dung dịch hỗn hợp làm việc bàng cóng thức:

c  '¡‘RE  -  c s ~ C’s
Tính toán hệ số đáp ứng, FpRE, đối với tiên vitamin D bàng 
công thức:

T PRE
h ọ  X R s  x 67 PXE

R P R E  x  c s
Trong đó:
R'pre là tỉ số đáp ứng pic của tiền vitamin D đối với 
À4-6-cholestadienoi.
(Chú ý: Giá trị cùa Fpup được xác định trùng lặp ờ nhímg 
ngày khác nhau có thể sừ dụng trong cả quy trinh này). 
Tiến hành sắc kỷ: Tiêm 500 pl dung dịch thừ vào cột làm 
sạch và lây phân rửa giải trong khoảng thời gian tương 
ứng 0,7 đen 1,3 thời gian lưu tương đối của pic vitamin E) 
hỗn họp (xem phần thử độ thích họp hệ thống của cột làm 
sạch) vào một bình cầu đáy tròn. Thêm 50 pl dung dịch 
butyl hydroxvtoỉuen (Tí), ỉ ắc đều và bay hơi trong chán 
không đèn khô bủng cat quay chân kháng ở nhiệt độ không 
quả 40 °c. Làm mát dưới vòi nước và đưa nitrogen vào 
đù đê phục hoi áp suất không khí. Hòa tan ngay cắn trong
5,0 ml hỗn hựp to ỉ ưe n - pha động H (5 : 95). Tiêm 200 pỉ 
dung dịch này vào cột phân tích và đo đáp ửng pic cùa 
vitamin D, tiền vitamin D và A4-6-cholestadienoỉ. Tinh toán 
nông độ cùa cholecalcifcrol (CV7H44O) hoặc ergocalciterol 
(C2XH44O) bằng công thức sau:

(R"r> x F)) + R" PRE x bphe)C" Ịỉ
Trong đó:
R"d là tỉ số cùa đáp úng pic của vitamin D đổi với 
A4'6-cholestadieno!;
R" PRE là tỉ SO đáp ứng pic cùa tiền vitamin D đổi với 
A4’ố-cholestadicnol;
C'R là nong độ của A^-cholesíadienol trong dung dịch Ihử (ỊLig/ĩ111).
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Phưong pháp 2: Phương pháp hỏa học
Quy trình sau đày đưực áp dụng cho dinh lượng vitamin D 
trong các chê phâm thuôc.

Hóa chất và thuốc thử đặc biệt
Đất sét dù mị cho sac kỷ (TTị): Đắt sét dùng cho sắc kv 
(Tỉ') có hàm lượng nước từ 8,5 % đến 9,0 % (sử dụng 
phương pháp mất khối lượng do làm khô).
Ether dầu hỏa (TT,): Dùng ether dầu hỏa (77), nếu cần 
chưng cất lại, đáp ứng thêm yêu cầu sau đây:
Tinh khỉẻt quan {Ị phô'. Do độ hâp thụ (Phụ lục 4.1) của che 
phâm ở bước sóng 300 nm, dùng không khí làm mẫu trắng, 
độ hâp thụ không được quá 0,070.
Ethylen cỉorid (TTj): Ethylen cỉorid (TT) tinh chế qua cột 
silica gel (74 pm đến 850 um).
Dung dịch bun'! hydroxytoỉuen (TT¡ì: Hòa tan 10 mg butyl 
hydroxytoluen (TT) trong 100 ml ethanol 96 % (TT). Pha 
mới dung dịch hàng ngày.
Ether (TT2): Sử dụng ether (TT) mới cất, bò đi 10 % dịch 
cat đầu và cuối.

Thuốc thử tạo màu
Dung dịch A : Chuvẻn hết toàn hộ 113 g antimony tricỉorid 
(TT) tinh thế khô có cliíra sẵn trong lọ mới chưa mở vào 
bình nón có chứa 400 ml ethylen florid (TTị). Thêm 
khoảng 2 g nhôm oxvd khan (77), lấc đều và lọc qua giấy 
lọc vào bình định mức thủy tinh trong, dung tích 500 ml. 
Pha loãng thành 500 ml với ethyỉen cỉorid (TTi) và lắc 
đều. Đo độ hẩp thụ (Phụ lục 4.1 ) của dung dịch này ở bước 
sóng 500 nm, trong cốc đo 20 mm, dùng dung dịch ethylen 
cỉorỉd (TTị) làm mầu trang, độ hấp thụ đo được không 
được quá 0,070.
Dung dịch B: Lắc đều trong hốt 100 ml acetyl florid (TT) 
với 400 ml et hy len dor id (TTi).
Thuốc thử tạo màu: Lắc đều 45 ml dung dịch A và 5 ml 
dung dịch B. Bảo quản trong lọ kín và sử dụng được trong 
vòng 7 ngày, nhưng nếu thuốc thử xuất hiện màu thì bỏ đi.

Phương pháp sắc kỷ cột
Chuẩn bị các cột sắc kỷ:
-  Cột thứ nhất: Chuẩn bị sắc ký cột đi xuống gồm một cột 
sắc ký cỏ đường kính trone 2,5 cm và dài khoảng 25 cm và 
được thu nhò lại tới đường kính 8 mm trong khoảng cách 
5 cm từ đàu cuối của ống, đặt một dĩa thủy tiiứi xốp có 
lồ xốp lớn hoặc một miếng nhỏ bông thủy tinh ngay trên 
điểm thắt này. Phàn thu nhò này cỏ thê lắp một khóa nhựa 
bên trong.
Cho khoảng 125 ml isooctan (TT) vào một chai miệng 
rộng, nút xoáv, thêm 25 g đát Sìỉic dùng cho sác ký (TT), 
lắc đến khi tạo thảnh bột nhão. Thêm tửng giọt và lắc đều 
mạnh 10 ml ¡xdyethyỉen glycol 600 (77). Đậy nút chai và 
lắc mạnh trong 2 min. Rót một nừa lưtmg bột nhão vào 
cột sắc ký và de lắng. Sau đó áp dụng hút chàn không nhẹ 
nhàng và thêm phần còn lại cùa bột nhão (thêm từng phần 
nhỏ một), nhỏi từng phàn bằng một ổng pit tông hỉnh đĩa 
20 nun. Khi bề mặt ran bình thành, bò chán không và thêm 
khoang 2 ml isooctan (77).
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-  Cột thứ hai: Chuẩn bị một cột gồm ba phần: (!) Phần 
đâu phình rộng có đường kính trong 18 nun và dài khoảng 
14 cm; (2) Phân giữa có đường kính trong 6 mni và dài 
khoang 25 cm và (3) Phân ông ra phía dươi được thu nhò 
lại, dạng hình phều, dài khoảng 5 cm. Đặt một miếng bông 
thủy tinh nhò phía trên phân thu nhỏ 1 cm.
Nhôi vào phân giữa của ống 3 g đất sét dùng cho sắc kỷ (IT) 
với hút chân không nhẹ nhàng (khoảng 125 mm thủy ngân). 
Dung dịch chuẩn: Cân chính xác khoáng 25 mg 
ergocalciferol chuẩn hoặc cholccalciferol chuần vào bỉnh 
định mức dung tích 100 ml, hòa tan trong isooctan (77), 
pha loãng đèn vạch băng cùng dung môi và lắc đều. Bào 
quàn dung dịch này trong tủ lạnh. Khi định lượng, hút
1,0 mỉ dung dịch này vào bình định mức dung tích 50 ml, 
bốc hơi dung môi bang dòng khí nitrogen, hòa tan cắn và 
pha loãng đốn thê tích với ethyỉen cỉorid (77)) và lẳc dều. 
Dung dịch thử: Cân hoặc hút chính xác một lượng chế 
phẩm tương đương với không ít hơn!25 pg nhung thích 
hợp nhất là 250 pg ergocalciferol (10000 IU). Nếu ít hoặc 
không có vitarnin A có mặt trong chế phẩm, thêm khoảng 
1,5 me Vitamin A acetat (tương đương với 3000 IU) để tạo 
các dài thực nghiệm cần thiết trong phẩn sắc ký phía sau. 
Đối với viên nang hoặc viên nén, đun hồi lưu ít nhất 10 viên 
trong 10 ml nước trên cách thủy khoảng 10 min, nghiền 
chất rắn còn lại bàng đũa thủy tinh đầu tù và đun nóng thêm 
5 min.
Thêm một thể tích dung dịch kaỉi hvdroxid 50 % (77) 
tương ứng với 2,5 ml cho mỗi g của khối lượng chế phẩm, 
nhưng tổng thổ tích không ít hơn 3,0 mỉ. Thêm 10 ml dung 
dịch buh’1 hydroxỵtoluen (77)) và 20 ml dung dịch ethanoỉ 
96 % (77). Đun hòi lưu mạnh trên cách thủy khoảng 
30 min. Làm mát và chuyển hỗn hợp xà phòng hóa vào 
một bình gạn, rừa binh nón xà phòng hỏa 3 lần, mỗi lân 
10 ml nước và 3 làn, mỗi lần 50 ml ether (TTị), gộp dịch 
rửa vào bình gạn. Thêm khoáng 4 g natrỉ Sulfat decahydrat 
(77) vào bình gạn và chiết bàng cách lắc trong 2 min. Nếu 
hình thành nhũ dịch, chiết 3 lần mồi lần 25 ml ether (77)). 
Gộp dịch chiết ether và rửa nhẹ nhàng với 50 ml nước. 
Rừa nhắc lại nhiều lần bằng cách lắc mạnh, mỗi lần với 
50 ml nước đến khi dịch rừa cuối cùng không có màu hồng 
khi thêm dung dịch phenoỉphthalein (CT). Chuyên dịch 
chiết ether đà rửa vào binh định mức dung tích 250 ml, 
pha loãng đến thề tích với ether (77)) và lắc dều. Chuyển 
toàn bộ dung dịch hoặc lấy một thể tích chính xác có chứa 
khoáng 250 pg ergocalciferol vào cóc có mỏ cao thành 
dung tích 400 m! có chửa 5 g natri Sulfat khan (77). Khuây 
trong 2 min, gạn phần dung dịch vào cốc có mỏ dung tích 
400 ml khác. Rừa phần natri Sulfat còn lại 3 lần, môi lân 
25 ml ether (77)), gộp dịch rửa Víào phần dung dịch. Bốc 
hơi trên cách thủy đến khi còn khoảng 30 ml, chuyến vào 
một bình cầu bốc hơi đáy tròn, nhỏ. Rửa cốc 3 lần mồi lần 
10 ml ether (77)), gộp dịch rửa vào bình câu. Bốc hơi bằng 
cất quay chân không ờ nhiệt độ không quá 40 °c hoặc 
bằng dòng khí nitrogcn ờ nhiột độ phòng đe loại bỏ hoàn 
toàn dung môi. Hòa tan cắn trong một lượng nhỏ ether dầu 
hóa (ÍT), chuyển vào bình định mức dung tích 10 ml, pha
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loãng đến thể tích với ether dầu hỏa (77), lắc đều thu được 
dung địch thử.

Cách tiến hành:
_ sắc ký cột thứ nhất; Ngay kill 2 ml isooctan (Tỉ) thâm 
hết vào trong bẽ mặt của cột thử nhát, hút 2 ml dung dịch 
thử lcn bề mặt cột. Khi mặt lốm của dung dịch thừ di tới 
bề mặt cột, thêm lần đầu tiên của 3 lần thêm, mỗi lần 2 ml 
ether dầu hỏa (TỊ), mỗi lần thêm tiếp theo khi lần thêm 
trước thấm hết vào trong cột. Tiếp tục thêm ether dầu hỏa 
(TT) nhiều lần, mồi làn 5 đến 10 ml tứi khi thêm được 
100 ml. Neu cần điều chình tốc độ dòng từ 3 đến 6 ml/min, 
bang tạo một áp suất nhẹ nhàng lên đầu cột sắc ký.
Bò 20 ml dịch rửa giải đầu tiên và lấy dịch còn lại. Thỉnh 
thoảng, kiểm tra cột dưới ánh sáng từ ngoại trong suốt 
quá trình sắc ký và dừng dòng chảy khi phía trên của dải 
huỳnh quang tương ứng với vitamin A là khoảng 5 mm từ 
đáy cùa cột. (Đèn u v  có bức xạ yểu ờ vùng 300 nm. cần 
sử dụng đèn có khẩu độ hoặc màn hình hẹp nhằm giảm 
lượng bửc xạ tới mức tối thiểu để phát hiện vitamin A trôn 
cột). Chuyển dịch rừa giải vào một bình bốc hơi thích hợp 
và bốc hơi dung Iĩiôi ether dâu hòa hoàn toàn trong chân 
không ờ nhiệt độ không quá 40 °c hoặc với một luồng 
khí nitrogen ờ nhiệt độ phòng. Hòa tan cắn trong khoảng 
10 ml ether dầu hỏa (TT)
-  Sắc ký cột thứ hai: Chuyền dung dịch ether dầu hỏa thu 
được ờ cột thứ nhất lên bề mặt cột thứ hai. Rửa bình bốc 
hơi với 10 ml ether dầu hỏa (Tĩ) chia thành từng phần 
nhò, thêm từng phần dịch rừa vào cột thứ hai và đề chảy 
qua cột, bò địch rửa giãi. Khi còn khoảng 1 ml ether đầu 
hỏa phía trên bề mặt cột, thêm 75 ml toluen (TT), rửa giải 
băng hút chân không nhẹ nhàng (khoảng 125 mm thủy 
ngân), thu được dịch rửa giải. Bay hơi toluen trong chân 
không ờ nhiệt độ không quá 40 °c hoặc với một dòng khí 
nitrogen ờ nhiệt độ phòng.
Dung dịch định lượng: Hòa tan cẳn thu được ở phần sắc 
ký' cột thứ hai trong một lượng nhỏ ethyỉen dicỉorid ị'TĩI) 
chuyên vào bình định mức dung tích 10 ml, pha loãng đến 
vạch với ethyỉen dicỉorid (II))  và lắc đều thu được dung 
dịch định lượng,
Tạo màu: Lấy ba ống tạo màu đường kính trong khoảng 
20 mm, đánh sô thứ tự I, 2 và 3. Thêm vào mỗi ống 1 ml 
dung dịch thừ.

Các dung dịch "ống ĩ Ị Óng 2 ị  Ống 3
Dungdịch_thừ 1 ml 1 ml [" 1 ml
Dung dịch chuẩn 1 ml - i

. Ethylen clorid (TTj) ! - ■ 1 ml I -
Hôn hợp anhvdrid acetic - I
ethvỉen clorid (Ị : ỉ). \ I 1 ml
Thuốc thử tạo màu '
(them  nhanh vào mồi one, ! Ị
í “ & : 1 mi : 1 ml 1 mitot hơn hêt ỉà bí nụ một I

pipet lự độnv. lác đều)
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Chính xác 45 s sau khi thêm thuốc thư tạo màu, đo dộ hấp 
thụ cua ba dung dịch (Phụ lục 4.1) ớ bước sóng 500 nm, 
dùng ethyỉen cỉorid (TTị) làm mẫu trắng. Tương tự, 45 s 
sau lần đo thứ nhất, tiếp tục xác định độ hấp thụ của dung 
dịch 2 và 3 ờ 550 nm trong cùng điều kiện. Ký hiệu các độ 
hẩp thụ đo được là A ỉ00> A 5U(), A 500, A 550 và ^ 550, trong đó 
sổ được viết lcn trên là sổ cùa ống còn số viết phía dưới là 
bước sóng đo.
Tinh kết quả:
Tính hàm lượng (pg) của vitamin D trong lượng chế phâm 
bàng công thức:

(Cs/CJ/fAv/As)
Trong đó:
c$ là nồng cùa vitamin D trong dung dịch chuẩn (Ịig/ml). 
c  là nồng độ của mẫu thử (tính theo g, viên nén, viên 
nang...) trong mồi ml cùa dung dịch định lượng.
AƯ là giá trị của (Aị0()-A ịữù) -  0,67(Aị00~ Aịuo) được xác 
định từ các độ hấp thụ đo được cùa dung dịch định lượng. 
As là giá trị của A\0Q-A im được xác định lừ các độ hẩp thụ 
đo được của dung dịch chuẩn.
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11.1 GIÓI IIẠN CHO PHÉP VÈ THÊ TÍCH CỦA CÁC 
THUỐC DẠNG LONG

Lượng hoạt chất có trong các thuốc dạng lòng liên quan 
đen thể tích của chúng. Do thực te sai so của các dụng cụ. 
trang thiết bị và việc thực hiện qui trình sàn xuất mà mồi 
thuôc dạng lỏng được phép có một khoảng chcnh lệch nhất 
định về thể tích so với qui định ghi trên nhàn. Đó là giới 
hạn cho phép vẻ thể tích.
Trừ các thuốc có qui định đặc biệt, các thuốc dạng lỏng có 
giới hạn cho phép về thể tích ghi trong Bảng 11.1.

Bàng ỉ ỉ. ỉ - Giới hạn cho phép chênh lệch (%) về thổ tích 
cùa các thuốc dạng lỏng

Loại thuốc

Thuôc tíôm đơn liều:

Thể tích ghi ! Giới hạn 
trên nhãn cho phép

- Đo thể tích thuốc tửng đơn; Mọi thể tích
vị chế phẩm ỉ
- Trong trường hợp tiến hành Tồng thể tích ghi 
đo thể tích thuốc từ nhiều trên nhãn cùa các 
đơn vị che phẩm gộp lại với Ị đưn vị chế phâm 
thuốc tiệm cỏ thể tích < 2 m 1 đem thừ

Thuốc tiêm đa liều Mọi thê tích

:■( 10% ị
Ị !

!+ 15 %
Ị

Không 
dưới thổ 

¡ tích ghi 
trên nhãn

Thuốc tiêm truyền

: Thuốc dạng lòng đê 
• uống
I (Dung dich, Hỗn dịch, 
! Nhũ dịch, Rượu, Sirô 
thuốc và Cao thuốc)

Tới 50 ml 
Tren 50 ml

Moi thổ tíchliêu

' Tơi 20 ml 
Trên 20 rnl đến 

Đơn 50 ml 
lieu . Trên 50 ml den 

' 150 ml

-  10%
+ 5 % 
Không 
dưới the 
tích ghi 
trên nhãn 
I 10 %
+ 8 %

, + 6 %

Trên 150 ml

Thuốc nhỏ mát,
Thuốc nhỏ mũi, Mọi the tích
Thuốc nhò tai í

Thuốc dùng ngoài Mọi thể lích

'■ỳ 4 % 
j Không 
: dưới thê 
I tích gbi 
trên nhãn 
Không 

' dưới thổ 
tích ghi
trên nhãn

CẢCll THỪ

Các dạng thuốc không thuộc dạng thuốc tiêm, thuốc 
tiêm truyền 
Chế pỉtấm đa tiều
Lấy ngẫu nhiên 5 đơn vị ché phẩm (ống, lọ...). Xác định 
thố tích tửng đem vị bằng bơm tiêm chuẩn hoặc ống đong 
chuân sạch, khô, có độ chính xác phù hợp. Thể tích mỗi 
đon VỊ phải không dưới thế tích ghi trên nhãn. Ncu có một 
dơn vị không đạt phai tiến hành kiổm tra lần thứ hai giống 
như lần đàu. Chế phẩm chạt yêu cầu nếu trong lần thừ này 
không cỏ đơn vị nào có thổ tích dưới thể tích ghi trên nhãn. 
Chế phẩm đơn tiều
Lấy ngầu nhiên 10 đơn vị chế phẩm. Xác định thể tích 
từng dơn vị bằng bơm tiêm chuẩn hoặc ổng đong chuẩn 
sạch, khô, có độ chính xác phủ hợp. Thố tích mỗi dơn vị 
phải nằm trong khoảng từ thổ tích ghi trên nhãn đến giới 
hạn cho phép (Bàng 11.1). Nếu có một đơn vị không đạt 
phai liến hành kiểm tra lần thứ hai giống như lần đầu. Chế 
phẩm dạt yèu cầu nếu trong lần thừ nảy không có đơn vị 
nào có thê tích nằm ngoài giới hạn cho phép.

Các dạng thuốc tiêm, thuốc tiêm truyền 
Thuốc tiêm đơn tiều
Thuốc tiêm có thẻ tích lớn hơn hoặc bằng 10 ml: Lấy 1 đơn 
vị chế phẩm để thử.
Thuốc tiêm có thể tích lớn hơn 3 ml và nhò hơn 10 ml: Lấy 
3 đơn vị chế phẩm đổ thừ.
Thuốc tiêm cỏ thể tích nhò hem hoặc bàng 3 ml: Lấy 5 đem 
vị chế phàm đê thừ.
Thuốc tiêm dem đo thể tích phải để cân bằng với nhiệt độ 
phòng và được phân tán đồng nhất. Dùng bơm tiêm khô, 
sạch, có dung tích không lớn hơn 3 lần so với thô tích cân 
đo, có gắn kim tiêm số 21 (21 gauge) và dài không quá 
2,5 em. Lẩy toàn bộ thuốc của từng ống vào bơm ticm, 
đẩy hết không khí trong bom tiêm và kim tiêm ra ngoài. 
Chuyền lượng thuốc có trong bơm tiêm (để lại không bơm 
hết lượng thuốc còn trong kim) vào ống dong khô, sạch, có 
vạch chia phù hợp và được chuẩn hỏa, ống đong có dung 
tích sao cho the lích được do chiếm tối thiểu 40 % thang 
đo của ống đong. Cũng có thể xác định the tích (ml) thuốc 
tiêm hăng cách xác định khôi lượng của lượng thuôc trong 
ổng tiêm (g) rồi chia cho tỳ trọng (g/ml) của chế phâm. 
Dối với thuôc tiêm có thê tích nhỏ hơn hoặc băng 2 ml, có 
thổ lấy lượng thuốc từ một số lượng đơn vị chế phẩm vừa 
đủ và gộp lại đổ có được thê tích đáp ứng cho phép đo, sừ 
dụng các bonn tiêm khô, riêng biệt cho mỗi ống. Đoi với 
thuốc tiêm có thổ lích lem hơn hoặc bàng 10 ml, có thể xác 
định thổ tích bảng cách chuyến thảng Urợng thuốc trong 
đơn vị chế phâm vào ỏng đong hoặc cóc đã cân bì.
Chá phâm dạng hỗn dịch hoặc nhũ tương phái được lãc 
đèu trước khi rút ra để đo thổ tích hoặc trước khi do tỷ 
trọng. Chế phẩm nhớt hay ở dạng dầu cỏ thể làm am theo 
hướng dân sử dụng ghi trên nhãn, nêu cân, và lãc kỹ ngay 
trước khi lấy ra để đo. Đo thổ tích chế phâm sau khi đã đê 
nguội xuống 20 °c đến 25 °c.
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Nẻu tiến hành đo thể tích trên từng đem vị chê phẩm, tỉiê 
tích trong mỗi đem vị phải nàm trong khoảng tử thê tích ghi 
trên nhãn đến giới hạn cho phép. Trong trường hẹrp đo inẫu 
gộp với thuốc tiêm có thể tích < 2 mỉ, thể tích đo được phải 
nam trong khoảng tổng thổ tích ghi trên nhãn cùa các đem 
vị chế phẩm lấy đem đo đến giới hạn cho phép.

Thuốc tiêm đa liều
Đổi với thuốc tiêm đa liều mà trên nhãn cỏ ghi so lượng 
liều và thể tích cùa từng liều, lấy một đom vị che phâm, 
tiến hành lấy ra từng liều như với thuốc tiêm đơn liều, sử 
đụng các bơm tiêm riêng re. số tượng bơm tiêm etùng cho 
phép thừ tương ứng với sổ liều ghi trên nhãn. Thể tích cùa 
mỗi liều không nhò hơn thể tích đơn vị liều ghi trên nhãn.

Thuốc tiêm truyền
Lấy 1 đơn vị chế phẩm. Chuyển toàn bộ lượng thuốc có 
trong đơn vị chế phấm vào một ổng đong khô, sạch có độ 
chính xác phù hợp và có dung tích sao cho thê tích dược 
đo chiếm toi thiêu 40 % thang đo của ổng đong. The tích 
đo được phải nằm troné khoảne từ the tích ghi trên nhãn 
đến gióri hạn cho phép.

11.2 PHÉP THỬ Đ ộ ĐÒNG ĐÈU HÀM LƯỢNG

Phép thử độ đồng đéu hàm lượng của các chế phẩm đơn liều 
dựa fren cơ sờ định lượng hàm lượng hoạt chất của từng đơn 
vị, đê xác định mỗi hàm lượng riêng lẻ có nằm trong giới 
hạn cho phép so với hàm lương trung bình hay không.
Phép thử này không áp dụng cho chế phẩm đa liều, thuốc 
truyền tĩnh mạch không phàn liều, chế phẩm chứa vitamin, 
nguyên tổ vi lượng và các trường hợp khác được phép 
miễn trừ.
Trừ khi có chi dẫn khác trong chuycn luận riêng, phcp 
thử độ đông đều hàm lượng được tiến hành trên 10 đơn 
vị riêng lẻ lấy ngẫu nhiên. Kết quả được đánh giá theo 
phương pháp sau:

Phưong pháp 1
Ap dụng cho thuốc nang, thuốc hột không dùng pha 
tỉêm} thuốc cốm, thuốc đạn, thuốc trúng
Chê phâm đạt yêu câu phép thử, nêu có không quá một 
đơn vị có hàm lượng nằm ngoài giới hạn từ 85 % đến 
115 % và không có đơn vị nào có hàm lượng nằm ngoài 
giới hạn từ 75 % đến 125 % cùa hàm lưemg trung bình. 
Chê phâm không đạt yêu cầu phép thừ, nếu có quá ba đơn 
vị có hàm lượng năm ngoài giới hạn từ 85 % đến 115 %, 
hoặc có một hay nhiều đơn vị có hàm lượng nằm ngoài 
giới hạn từ 75 % den 125 % của hàm hụmg trung bình. 
Nêu hai hoặc ba đơn vị có hàm lượng nam ngoài giới hạn 
từ 85 % đên 115 %, nhưng ở troné giới hạn từ 75 % đến 
125 % của hàm lượng trung bình, thử lại trên 20 đơn vị 
khác lảy ngẫu nhiên. Chế phẩm đạt yêu cầu phép thừ, nếu 
có khóng quá ba trong tông sổ 30 đơn vị đem thử có hàm 
lưẹmg năm ngoài giói hạn từ 85 % den 115% và không có
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đơn vị nào có hàm lượng nam ngoài giới hạn từ 75 % đên 
125 % cùa hàm lượng trung bỉnh.

Phương pháp 2
Áp dung cho thuốc viên nén, thuốc bột pha tiêm, hôn 
dịch để tiêm
Chế phẩm đạt yêu càu plìcp thử, nếu hàm lượng của lửng 
đơn vị nằm trong giới hạn từ 85 % đến 115 % của hàm 
lượng trung bình.
Ché phẩm không đạt yêu cầu phép thử, nếu có quá một 
đem vị có hàm lưeyng nằm ngoài giới hạn từ 85 % đen 
115 %, hoặc có một đen! vị có hàm lượng nam ngoài giới 
hạn từ 75 % đển 125 % của hàm lượng trung bình.
Ncu có một đơn vị có hàm lượng nằm ngoài giới hạn từ 
85 % đến 115 % của hàm lưeyng trung binh, thử lại trên 20 
đơn vị khác lấy ngẫu nhiên. Ché phẩm đạt yêu cầu phép 
thừ, nếu có không quá một trong tổng số 30 đơn vị đem 
thừ có hàm lượng nằm ngoài giới hạn từ 85 % đến 1)5% 
và khôtig có dơn vị nào có hàm lượng năm ngoài giới hạn 
từ 75 % den 125 % của hàm ỉưẹmg trung bình.

Phưoiig pháp 3
Áp dụng cho thuốc dán (hấp thu qua da)
Chế phẩm đạt yêu cầu phép thử, nếu hàm lượng trung bình 
cùa 10 đơn vị nằm trong giới hạp từ 90 % đến 110 % hàm 
lượng ghi trên nhãn và hàm lượng của từng đơn vị phải 
nằm trong giới hạn từ 75 % đến 125 % của hàm lượng 
trung bình,

11.3 PHÉP THỬ Đ ộ ĐỎNG ĐẺU KHỚI LƯỢNG

Phép thử độ dồng đều khối lượne dùng để xác định độ 
đồng đều phân liều của chế phẩm, khi không có yêu cầu 
thử dộ đồng đều hàm lượng. Tiến hành theo phương 
pháp sau:

Phương pháp 1
Ap dụng cho thuốc viên nén, thuốc đạn, thuốc trừng, 
thuốc dán
Cân riêng biệt 20 đơn vị lấy ngẫu nhiên, tính khối lượng 
trung bình. Không được có quá hai đơn vị có khối lượng 
nằm ngoài giới hạn chcnh lệch so veri khối lượng trung 
bình quy định trong Bàng 11.3.1 và không được có đem vị 
nào có khối hrựng vượt gấp đôi giới hạn đó.

Phương pháp 2
Áp dụng cho thuốc nang, thuốc hột (đơn liều), thuốc cốm 
(không hao. clon liều)
Cân khối lượng của một Iiane hay một gói (thuốc bột, 
thuốc com). Với viên nang cứng, tháo rời hai nửa vò nang, 
dùng bông lau sạch vỏ và cân khối lượng của vỏ. Với viên 
nang mồm, cắt mờ nang, bóp hết thueic ra. dùng cther hoặc 
dung mồi hữu cơ thích hợp rứa vỏ nang, đẻ khô tự nhiên 
cho đèn khi hết mùi dung môi, cân khối lượng của vỏ 
nang. Với gen, cát mớ gói, lấv hốt thuốc ra, dùng bóng lau
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Bàng ỉ Ị. 3. ỉ  - Bàng quy định độ đồng đều khối lượng cho chế phẩm đom liều

Dạng hào chế Khối lượng trung bình (KLTB) % chênh lệch s

1 Viên nén Nhò hơn hoặc bằng 80 mẹ, 10

Viên bao phim Lớn hom 80 mg và nhỏ hơn 250 mg 7,5
Bằng hoặc lớn hơn 250 mg . 5

1 Thuốc nang; Thuốc bột (dơn liều); Thuốc í Nhò hơn 300 mg ! 10
cốm (không bao, đon liều) Bang hoặc lớn hom 300 mg 7,5

ị Thuốc bột để pha tiêm* (đơn liều) Lớn hom 40 mg 10
! Viên nén bao đường Tât cả các loại 10
1 Thuôc đạn ị

Thuốc trứng : Tất cả các loại 5
Cao đản

' Đối với thuốc bột để pha tiêm, khi khối lượng trung bình bàng hay nhỏ hom 40 me, chế phẩm không phải thử độ đồng 
đều khối lượng, nhưng phải thử độ dong đều hàm lượng.

sạch bột thuốc bám ở mặt trong, cân khối lượng vỏ gỏi. 
Khối lượng thuốc trong nang hay gói là hiệu số giữa khối 
lượng nang thuốc hay gói và khối lượng vỏ nang hay vỏ 
gỏi. Tien hành tương tự với 19 đơn vị khác lấy ngầu nhiên. 
Tính khối lượng trung bình của thuốc trong nang hay gói. 
Kết quà được đảnh giá dựa vào Bảng 11.3.1 giống như 
Phương pháp 1.

Phương pháp 3
Áp dụng cho thuốc bột để pha tiêm.
Loại bò hết nhãn, rửa sạch và làm khô bên ngoài. Loại bỏ 
hết các nút nếu có, cân ngay khối lượng cả vỏ và thuốc. 
Lấy hét thuốc ra, dùng bông lau sạch, nếu can rửa với 
nước, sau đó với ethanoỊ 96 % (TT). sây ờ 100 °c đên 
105 °c trong 1 h. Nếu vò không chịu được nhiệt độ này, 
làm khò ờ nhiệt độ thích hợp tới khối lượng không đổi, đẻ 
nguội trong bình hút ẩm và cân. Hiệu sổ giữa hai làn cân 
là khối lượng của thuổc. Tiến hành tương tự với 19 đơn 
vị khác lấy ngẫu nhicn. Tính khối lượng trung bình cùa 
thuốc. Kốt quà được đánh giá dựa vào Bảng 11.3.1 giống 
như Phưcmg pháp 1.

Phương pháp 4
Áp dụng cho thuốc bột (đa liều), thuốc cốm (đa liều), thuôc 
mỡ, cao xoa, cao động vật.
Cân khối lượng của một đơn vị đóng gói nhỏ nhất. Mở đồ 
chứa (gói, hộp, lọ...), lấy hết thuốc ra, cắt mở đồ chứa nếu 
cần để dễ dàng dùng bông lau sạch thuốc bám ờ mặt trong, 
càn khối lượng của đồ chửa. Hiệu số giữa hai lần cân là 
khối lượng của thuôc. Tiến hành tương tự với bôn đơn vị 
khác lấy ngầu nhiên. Tất cà các đơn vị phải có khối lượng 
nằm trong giới hạn chênh lệch so với khối lượng ghi trên 
nhãn quy định trong Bàng 11.3.2. Neu có một đơn vị có 
khối lượng nằm ngoài giới hạn đó, tiến hành thừ lại với 
năm đơn vị khác lấy ngẫu nhiên. Khône được có quá một 
đơn vị trong tổng sổ ỉ 0 đơn vị đem thử có khối lượng nằm 
ngoài giới hạn qui định.

Bảng 11.3.2 - Bảng quy định độ đồng đều khối lượng cho 
chè phâtn đa liều

Dạng 
bào che

Thuốc
bột

(đa liều)

Khối lưọmg ghi trên nhãn % chênh lệch 
(KLN)

I Nhỏ hơn hoặc bang 0,50 g 
I Lớn hơn 0,50 g và bằng 1,50 g 
Lớn hơn 1,50 g và bằng 6,00 g 
Lởn hơn 6,00 g

so với KLN 
10
7
5
3

Thuổc
I: côm
I (da liều)
! Thuổc 
kem, mỡ, 

; bột nhão, 
gel,

! Cao xoa 

Cao
I động vật

! Tất cà các loại '

Nhỏ hom hoặc bằng 10,0 g 
: Lot hơn 10,0 g và bằng 20,0 g I 
I Lớn hơn 20,0 g và bằng 50,0 g I 
1 Lớn hcm 50,0

Nhò hơn hoặc bằng 100,0 g 
Lớn hơn 100,0 g và bàng 200,0 g Ị 

: Lớn hon 200,0 g

15
10
8
5

5
3
7

11.4 PHÉP THỬ Đ ộ HÒA TAN CỦA DẠNG THUỐC 
RẨN PHÂN LIỀU

Phép thử này nhằm xác định sự phù hợp của chế phẩm đối 
với yêu cầu qui định về độ hòa tan dược chất của các dạng 
thuốc rẳn phân liều dùng đường uống. Trong chuyên luận, 
một đơn vị được hiêu là 1 viên nén, 1 nang hoặc 1 lượng 
chể phầm được chì rõ.

Thiết bị

Thiết bị kiến giỏ quay (Thiết bị kiểu ỉ)
Hệ thổnẹ thiết bị này bao gồm những bộ phận sau:
Một bình hình tại dung tích 1 L có đáy hình bủn cầu băng 
thủy tinh hoặc bàng vật liệu trơ và trong suốt khác, miệng 
viền rộnẹ có nắp dậv với nhưng lỗ thích hợp (đô cam nhiệt
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kế ) Chiều cao của binh từ 160 mm đến 210 mm, đường 
kiáh trong tử 98 mm đến 106 mm. Vật liệu chế tạo bìtih 
phải không hấp phụ, không phàn ứng hoặc tương tác với 
mẫu thừ;
Một trục quay vả một giỏ hình trụ như mô tà ờ Hình 11.4.1 
Các bộ phận trục và giỏ quay của Ihiêt bị được chê tạo 
bàng thcp không gi (SUS316) hoặc bàng một vật liệu trơ 
khác. Giò quay có thê được mạ một lớp vàng dày khoảng 
2 5 pm. Đơn vị được đật trong giò khô khi bắt đâu mỗi 
phép thử. Khoảng cách giữa đáy bình và đáy của giỏ luôn 
luôn giữ trong khoảng (25 ± 2) mm suốt quá trình thử. 
Trục quav được định vị sao cho trục của nó không bị lệch 
quá 2 mm so với trục xuyên hâm thẳng đứng của bình ở bât 
kỳ điểm nào;
Một động cơ có bộ phận điều tốc đê duy trì tốc độ quay 
trong dung sai i  4 % của tốc độ qui định. Động cơ được 
kết nối với một trục quay và khi vận hành thì quay nhẹ 
nhàng, không tạo nên sóng nước ảnh hường tới kêt quá; 
Bình được ngâm chìm một phần trons một bê cách thủy 
có kích thước phù hợp hoặc cỏ thể được diêu nhiệt bằng 
thiết bị thích hợp khác như áo nước. Be cách thủy hay áo 
nước cho phép duy tri nhiệt độ bên trong bình môi trường 
hòa tan ở (37 ± 0,5) °c trong quá trình thử cũng như giữ 
cho môi tnrờng trong bình chuyển động on định vả nhẹ 
nhàng. Bất kỳ bộ phận nào cùa thiổt bị, bao gồm cả bàn thí 
nghiệm hay nơi đặt thiết bị, đều không được có rung động, 
lắc lư đáng kể; chấp nhận những lay động rất nhẹ gây ra 
bởi bộ phận khuấy quay. Thiết bị được chế tạo sao cho có 
thể quan sát dề dàng mầu thử và bộ phận quav trong khi 
vận hành.

Thiết bị kiều cánh khuấy (Thiết bị kiểu 2)
Thiêt bị kieu cảnh khuàv giống như thiết bị kiểu 1 ngoại 
trữ có dime một bộ phận khuấv, bao gồm một cánh khuấy 
và một trục mang nó. Trục quay được định vị sao cho trục 
của nó không bị lệch quá 2 mm so với trục xuyên tâm 
thăng đứng của bình ờ bẩt kỳ' điểm nào. Trục này quay 
nhẹ nhàng, không tạo nên sóng nước ảnh hường tới kết 
quả. Đường thăng đứng xuycn tâm cùa cánh khuấy cũng đi 
qua trục của trục quay và lắp sao cho đáy của cánh khuấy 
ngang băng với đáy cùa trục. Cánh khuây được mô tả trên 
Hình 11.4.2. Khoảng cách giữa đáy cánh khuấy và đáy 
bỉnh luôn được duv tri ờ 25 mm ± 2 mm trong quá trình 
vận hành phép thử. Trục quay và cánh khuấy được làm 
băng kim loại hay vật liệu trơ thích hợp, được gắn kết 
thành một khói chắc chắn. Một kiểu thiết kế khác gồm 2 
phân tháo lăp được cũng có thê được sừ dụng miễn là 2 
phân này gan kêt chắc chăn trong quả trình vận hành. Cánh 
khuây và trục quay cỏ thể được phù một lóp mạ thích họp 
đê đảm bảo bẽ mặt hoàn toàn trư. Đơn vị thừ thường được 
dặt xuông đáy binh trước khí bắt đầu cho cánh khuấy quay. 
Có thê dùng bộ phận uiừ mầu thừ, làm bằng vật liệu trơ, 
được mó tà trẽn Hỉnh 11.4.2a, đề giữ cho mẫu thừ không 
hí nôi lên. Nhửng bộ phận giữ mẫu thử kiểu khác cùng 
có thê sử dụng miền là được thầm định đạt yêu cầu. Nếu
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trong chuyên luận có chỉ định dùng bộ phận giữ máu thứ 
và không có qui định khác, thì dùng hộ phận giữ mâu thử 
như trong Hình ỉ 1,4.2a.

PHỤ LỰC 11

Lỗ thông khí 
2,0 ±0,5

6,3 đến 6,5 
hoặc 9,4 đến 10,1

Cặp giữ có 3 móc 
cách đều nhau

Khoảng thông 
20,2 ± 1,0

1. Lưới cỏ mép được hán: đường kinh sợi lưới từ 0.25 đến 0,31 mm 
Độ rộng mát lưới từ 0,36 - 0,44 mm

2. Khi lẩp giò quay vào trục quay và vặn hành thì độ lệnh tỏ! da tại "A" 
là 1,0 mm

Hình ỉ ỉ .4.1 - Thiết bị thừ độ hòa tan kicu giò quay (kiểu 1) 
(Kích thước tinh băng mm)
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Lưu ý:
1. Kích thước A và B không thay dồi quá 0,5 mm khi quay
2. Dung sai ±1 ,0  mm trừ khi cố quy định khác

Hình lỉ.4.2 - Thiết bị thừ độ hòa tan kiểu cánh khuấv (kiểu 2)
(Kích thum: tinh bang mm)
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B: Bộ phận đỡ bằng sợi chỊU acid

Hỉnh ỉl.4.2o - Một kiểu bộ phận giừ mẫu thừ 
(Kích thước tính bằng mmì

Thiết bị kiểu buồng dòng chảy (Thiết bị kiêu 3)
Thiết bị này bao gồm 1 binh chúa và 1 bom đẻ bơm môi 
trường hòa tan; ỉ buồng cho môi trường hòa tan chảy qua; 1 
bể cách thủy đổ duy tri môi trường hòa tan ở (37 ± 0,5) °c. 
Dùng buồng đòng chày cỏ kích cỡ như qui định trong chuyên 
luận riêng.
Bơm đẩy môi tnrờng hòa tan đi lên qua buồng dòng chảy. 
Sức đẩy của bơm ờ trong khoảng từ 4 đến 16 ml/min với 
các tốc độ dòng ticu chuân là 4, 8 và 16 ml/min. Nó phải 
chuyền tải được một dòng chảy hằng định (dao động 
± 5 % tốc độ dòng qui định); giàn đồ dòng phải ớ dạng 
hình sin với tàn số xung là (120 + 10) xungphút. Loại bơm 
được khử xung cũng có thể được dùng. Qui trình thử độ 
hòa tan dùng buồng dòng chày được qui định thông số đặc 
trưng vê tôc độ dòng và tẩn số xung nếu có.
Buồng dòng chày (xem Hình 11.4.3 và 11.4.4) được chế 
tạo băng vật liệu trơ, trong suốt, lắp đặt thẳng đứng với 
hệ thống lọc (được qui định trong chuyên luận riêng) có 
kha năng ngăn ngừa những tiểu phân không hỏa tan thoát 
ra từ mặt trên của buồng; đường kính buồng tiêu chuẩn là 
ỉ 2 mm và 22,6 min; phẩn hình nón ngược phía dưới thưòng 
chửa đày nhùng hạt bi thủy tinh nhò có đường kính 1 mm, 
trong đó có 1 hạt đường kính 5 mm được định vị ờ đáy đổ 
ngăn chát lỏng di vào ông; một bộ phận giữ mẫu thừ (xem 
Hình 11.4.3 và 1 ỉ .4.4) được dùng để dịnii vị các dạng phân 
liêu đặc biệt. Buồng được nhúng chìm trong bổ cách thủy, 
và được ổn nhiệt ờ (37 ± 0,5) °c.
Thiêt bị có 2 vòng khuyên đê cặp giữ buồng dòng chảy với 
toàn hệ thông, Bơm được đặt tách riêng khỏi bộ phận hòa 
tan đê giữ cho bộ phận này khòi rung do bơm chạy. Vị trí cua 
bơm không nên ờ mức cao hon binh chứa môi trường hòa 
tan. Các đoạn ông nối phài càng ngăn càng tốt. Dùng loại 
ông băng vật liệu trơ thích hợp như poíytctraíluoroethylcn, 
cỏ đường kính trong khoảng 1,6 rnm và các đầu nối được 
viên nhẵn.

Đánh giá tính phù hợp của thiết bị
Việc xác định tính phù hợp của hệ thống thiết bị thừ độ 
hòa Uin phái bao gồm đáp ứng yêu eằu về kích thước và 
khoảng sai số được nêu ờ trôn. Những thông số quan trọng 
nhât cùa phép thứ như nhiệt độ và thể tích mỏi trường

hòa tan, tốc độ quay (Phương pháp giò quay và Phương 
pháp cánh khuấy) hay tốc độ dòng cùa mỏi trường hòa tan 
(Phương phcáp buồng dòng chảy) càn phải theo dõi dịnh 
kỳ trong quá trình thừ.
Cần phải dịnli kỳ hiệu chuân thiết bị thử độ hòa tan.

m ụ  t.ục Ị)

lớn (phía trên), bộ phận giữ mầu thử (phía dưới) 
('Kỉch thì rức tỉnh bằtĩĩỊ mm)
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Hình iỉ.4.4 - Thiết bị thừ độ hòa tan kiểu 3, loại buồng 
nhò (phía trên), bộ phận giữ mẫu thừ (phía dưới) 

(Kích thước tính bằng min)

PL-254

Phương pháp tiến hành
(L Phu ong pháp giỏ quay hoặc phương pháp cảnh kh uấv
Dạn ạ tỉntôc giãi phồng tức thời
Cách tiến hành: Cho một thổ tích xác định môi trường hòa 
tan (1 1 %) vào trong bình hòa tan, lăp ghép thiêt bị, cán 
băng nhiệt độ mỏi trường hòa tan ờ (37 ± 0,5) °c rồi lấy 
nhiệt kê ra. Cho 1 đơn vị vào thiết bị, chú ý loại bọt khí 
khói bề mặt của mầu thừ. Cho vận hành thiết bị ngay ờ tổc 
độ được qui định. Trong khoảng thời gian qui định, hay ờ 
mồi thời điêrn qui định, lay một phan mẫu môi trường hòa 
tan ớ vùng giũa bê mặt mói trường hòa tan và mặt trên của 
gio quay hay mặt trên cùa cánh khuấy, cách thành binh ít 
nhát 10 mtn đê thừ. Neu phép thừ qui định phải lẩy mẫu 
nhiêu lần, cân câp bù một thề tích môi trường hòa tan mói ờ 
37 °c bảng thê tích dịch mầu thử đã lấy đi, hoặc nếu không 
cẩn thiết phải cấp bù môi trường hòa tan thì tiến hành hiệu 
chinh sự thav đổi thể tích trong tính toán kết quả. Đậy nắp 
bình hòa tan trong suốt quá trình thử và kiểm tra nhiệt độ 
của mỏi trường hòa tan ờ các thời điểm thích hợp.
Mầu thử được lọc ngay sau khi lẩy trù' khi đã chửng minh 
được việc lọc dịch thừ íà không cần thiết, cần dùng màng 
lọc trơ, không hấp phụ dược chất hoặc không chứa những 
chất bị chiết ra gây trở ngại cho việc phân tích. Tiến hành 
xác định lượng dược chất được hoà tan theo phương pháp 
qui dinh. Lặp lại phép thử với những đơn vị thử khác.
Nêu dùng thiết bị tự động lây mâu hoặc thiêt bị có thay 
đổi khác thì cần phải chứng tò rằng thiết bị này cho kết 
quả tương đương với kết quả thu dược từ thiết bị chuẩn đà 
được mô tả trên đây.
Môi trường hòa tan; Sử dụng một loại môi trường hòa tan 
thích họp. Dong, đo thê tích môi trường qui định trong 
điều kiện nhiệt độ từ 20 °c đến 25 °c. Nêu môi tnrờng 
hỏa lan là một dung dịch đệm, cần điều chinh pH sao cho ờ 
trong khoảng pĩl qui định ± 0,05 đơn vị. Các chât khí hòa 
tan có thề tạo thành bọt khí làm thay đổi kểt quả phép thừ. 
Đỏ tránh ảnh hường này, cần loại khí trước khi sừ dụng. 
Thời gian: Nếu qui định một thời điểm lấy mâu kiêm tra, 
phép thử có thể kết thúc trong khoảng thời gian ngắn hơn 
nếu lượng dược chất hòa tan tối thiểu dã được đáp ứng. 
Mầu thử dược lấv ra chi ờ những thời diêm qui định, thời 
điổm lẩy mẫu dược phép sai số ± 2 %.
Dạng thuốc giải phóng kèo dài
Cách tiến hành: Tiên hành như mô tà trong mục Dạng 
thuốc giải phóng tức thời.
Mòi trường hòa tan: Tiến hành như mô tà trong mục Dạng 
thuốc giải phóng tức thời.
Thời gian: Thường có 3 thời diêm lây mâu kicm tra, được 
biểu thị bằng giờ.
Dụng thuốc giải phóng muộn
Cách tiền hành: Theo phương pháp A hoặc phương pháp 
B dưới đây.
- Phưưne pháp A
Giai đoạn acid: Cho 750 ml dung dịch acid hydrocỉoric 0. ỉ M  
vào bình hòa tan, láp ráp thiết bị. ỏn định nhiệt dộ môi 
trường hòa tan ờ (37 rfc 0,5) °c. Cho 1 đim vị vào bình, dậy 
nấp bình rồi vận hành thiết bị với vận tốc được qui định 
trong chuyên luận riêng. Sau 2 h vận hành ở môi trường



dung dịch acid hydrocỉoric ọ, I híy lấy một một phần môi 
trương hoà tan để thử rồi tiến hành ngay Giai đoạn dệrn 
tiếp theo. Xác định lượng dược chât được hoà tan băng 
phương pháp thích hợp.
Giai đoạn đệm: cần hoàn thành việc thêm dung dịch đệm 
và điều chinh pH trong thời gian không quá 5 min. Trong 
khi thiết bị vẫn đang vận hành ơ vận tôc qui định, thêm vào 
bình hòa tan 250 ml dung dịch trinatriphosphat 0,20 M đã 
được ổn nhiệt ờ (37 -L 0,5) °c. Diều chinh plỉ môi trưòng 
hòa tan đến 6,8 ± 0,05 neu cần thiết, bằng acid hydrocloric
2 M  (TT) hoặc bàng dung dịch natrí hvdroxyd 2 M (Tỉ'). 
Tiếp tục vận hành thiết bị 45 min nữa hoặc một khoảng 
thời gian theo quỵ định. Het thời gian này, lấy một phân 
môi trường hòa tan để xác định lượng dược chai được hòa 
tan bảng phương pháp thích hợp.
-  Phương pháp B
Giai đoạn acid: Cho 1000 ml dung dịch acid hvdrocỉorỉc. 
0,1 \ í  vào bình hòa tan, lắp ráp thiết bị. Ón định nhiệt 
độ môi trường hòa tan ờ (37 ± 0,5) °c. Cho 1 đơn vị vào 
bình, đậy nắp binh rồi vận hành thiết bị với vận tốc được 
qui định ưong chuyên luận riêng. Sau 2 h vận hành ờ môi 
trường dung dịch acid hydrocỉoric 0, ỉ M, lấy một phần 
môi trường hoà tan để thử rồi tiến hành ngay Giai đoạn 
đệm tiếp theo. Xác định lượng dược chất hòa tan bằng 
phương pháp thích hợp.
Giai đoạn đệm: Dùng môi trường là dung dịch đệm đã được 
ổn nhiệt trước ỡ 37 CC ± 0,5 °c. Rút hét dung dịch acid 
từ bình hòa tan đi rồi thêm 1000 ml đệm phosphat p ỉ ỉ  6,8 
được pha bằng cách trộn đều dung dịch acid hydrocỉoric 
0,1 M với dung dịch trinatri phosphat 0,20 M  theo ti lệ
3 : 1 và điều chỉnh pll môi trường hòa tan đến 6,8 ± 0,05 
nêu cần thiêt, băng dung dịch acid hydroc.ỉorìc 2 M (TỊ) 
hoặc băng dung dịch natri hvdroxyd2 M (Tí). Cũng có thê 
thực hiện việc này bàng cách nhấc bình chứa acid ra khỏi 
máy, thay bàng một binh hòa tan khác chứa dung dịch đệm 
rôi chuyên đơn vị thử từ bình chửa acid sang bình dung 
dịch đệm. Tiêp tục vận hành thiết bị 45 min nữa hoặc một 
khoảng thời gian theo qui định. Hết thời gian này, lẩy một 
lượng môi trường hòa tan đê xác định lượng dược chất hoà 
tan theo phương pháp thích hợp.
Môi trường hòa tan: Tiến hành loại khí như mô tà trong 
mục Dạng thuốc giải phóng tức thời.
Thời gian: Các thời điểm lấv mầu được phép sai số +■ 2 %, 
trừ khi có qui định khác.
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b. Phương pháp buồng dòng chảy
Dạng thuốc giải phóng tức thời
Cách tiến hành: Cho các viên bi thúy tinh vào buồng thử 
như chỉ dẫn trong chuyên luận riêng. Đặt 1 đơn vị lén trên 
lớp vicn bi, hoặc nếu có chi dần trong chuyên luận riêng 
thỉ đơn vị thừ đvrợc đặt trên bộ phận giữ mẫu. Lắp đầu 
phều lọc và cố định các bộ phận cùa thiêt bị với nhau băng 
kẹp giữ thích hợp. Bơm môi trường hòa tan đã được làm 
ấm đen (37 :fc 0,5) °c đi qua đáy của buồng để có được 
tốc độ dòng theo quy định và được đo với độ chính xác 
5 %. Thu các phần dịch hòa tan tại mồi thời diểm qui định. 
Tiến hành định lượng như hướng dân. Lặp lại phcp thử với 
những đơn vị khác.
Môi trường hòa tan: Tiến hành như chỉ đẫn trong mục 
Dạng thuốc giải phóng tức Ihời của Phương pháp giò quav 
và Phương pháp cánh khuấy.
Thời gian: Tiến hành như chì dẫn trong mục Dạng thuoc 
giải phóng tức thời của Phương pháp giỏ quay và Phưoĩig 
pháp cánh khuấy.
Dạng thuốc gicìi phỏng kéo dài
Cách tiến hành: Tiến hành như mô tả trong mục Dạng thuốc 
giải phỏng tức thời của Phương pháp buông dòng chày. 
Mói trường hòa tan: Tiên hành như mô tả trong mục Dạng 
thuốc giải phóng tức thời của Phương pháp buồng dòng chày. 
Thời gian: Thường có 3 thời điểm lẩy mầu, được biểu thị 
bằng giờ.
Dạng thuôc giải phóng muộn
Cách tiến hành: Tiến hành như mô tả trong mục Dạng thuốc 
giải phóng tức thời của Phương pháp buông dòng chày. 
Môi trường hỏa tan: Tiên hành như mô tà trong mực Dạng 
thuôc giải phóng tức thời của Phương pháp buông dòng chảy. 
Thời gian: Các thời điểm lây mẫu được phép sai số ± 2 %, 
trừ khi có qui định khác.

Đánh giá kết quả
a. Dạng thuôc giải phóng tức thời
Nêu không có chi dân gì khác, mâu thử đạt tiêu chuẩn khi
lượng dược chất hòa tan từ các đơn vị đem thừ đáp ứng
yêu câu ghi trong Bảng 11.4.1. Phép Ihử phải trải qua bước
tìẻp theo nêu kêt quả không đạt ờ bước trước đó.
Giá trị Q, là lượng dược chất hòa tan theo qui định, được 
biêu thị bâng phân trăm so với lượng ghi trên nhãn; các giá 
trị 5 %, 15 % và 25 % củng là phán trăm cua lượng dược 
chât ghi trên nhãn.

PHỤ LỤC 11

Bàng 11.4.1 - Ticu chuẩn chấp nhận khi thử độ hoà tan đổi với dạng thuốc giải phóng tức thời

Bưóc số đon vị thử Tiêu chuẩn chấp nhận

S1 6 Lượng dược chất hòa tan từ mỗi đơn vị không thấp hơn Q -1 5 %
s2 6 Lượng dược chất hòa tan tmng bình của 12 đơn vị thử (Sị 1 s7) bảng hoặc lớn hon Q và
— - không có viên nào có lượng dược chất hòa tan thấp hơn Q - í 5 %

Lượng dược chất hòa tan trung bình của 24 đon vị thử (Sj \ -i Sj) bằng hoặc lớn hon o, 
không quá 2 đon vị có hrựng dược chất hòa tan thấp hơn Q 15 % và không cỏ đcm vị nào

s3 12 có lượng được chất hòa tan thấp hơn ọ  -  25 %
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h. Dọng thuốc giải phóng kéo dải
Nếu không co chi dẫn gì khác, mẫu thử đạt liêu chuẩn khi lirợp ' dược chất hòa tan từ các đơn vị dem thử đáp imc vcu 
câu ghi trong Bảng 11.4.2. Phép thử phải trài qua bước tiếp theo nếu két quà không đạt ờ bước trước đo. Giới hạn lượng 
dược chât hòa tan ờ từng thời đi êm được biểu thị bằng phần trăm so với lượng ghi trên nhãn. Các giới hạn này gắn vớt 
mỗi giá trị Q„ là lượng dược chất được hòa tan ờ mỗi một khoảng thời íiian nhất định. Các giá trị 10 %, 20 % ghi trong 
Bàng 11.4.2 cũng ià hàm lượng phân trăm cùa lượng dược chât ghi trcn nhãn. Ncu có qui định từ 2 khoáng thời gian hav 
nhiều hơn, tiêu chuẩn chấp nhận được áp dụng cho từng khoảng thời gian.

Bảng ỉ Ị .4.2 - Tiêu chuẩn chấp nhận khi thừ độ hoà lan đối với dạng thuốc giải phóng kéo dài

Bước

L,

L2

l3

số đơn vị thử

6

6

Tiêu chuẩn chấp nhận
! Không có đơn vị nào có Iượnc dược chất hòa tan nằm neoài mỗi một trong các khoảng qui I 
định và không có đon VỊ nào có lượng dược chất hòa tan thấp hơn lượng dưọc chất hòa tan qui 

. định tại thời điểm thừ cuối cùng.
Lượng dược chất hòa tan trung bình của 12 đơn vị (Lt + Lí) phải nằm trong mồi khoảng qui 1 
định tương ứng và không được thấp hem lượng dược chất hòa tan qui định ờ thời điểm thử cuối 
cùng; không có đơn vị nào có lượng dược chất hòa tan vượt ra ngoài quá 10 % ở mỗi khoảng! 
qui định tương ứng; không có đơn vị nào có lượng dược Chat hòa tan thấp hơn quá 10 % lượng 1 
dược chất hòa tan qui định tại thời điểm thử cuối cùng.
Lượng dược chất hòa tan trung binh cua 24 đơn vị (L) + L2+ Lj) phải năm trong mỗi khoáng1 

Ị qui định tương ứng và không được thấp hơn lượng dược chất hòa tan qui định ở thời điổin Ị 
cuối cùng; không quá 2 trong 24 đơn vị có lượng dược chất hòa tan vượt ra ngoài quá 10 % ở 1 

ị mồi khoảng qui định tương ứng; không quá 2 trong 24 đơn vị có lượng dược chất hòa tan thấp 
12 1 hơn quá 10 % lượng dược chất hòa tan qui định tại thời điểm thử cuổi cùng; không có một đơn

j vị nào có lượng dược chất hòa tan vượt ra ngoài quá 20 ờ mỗi khoảng qui định tương ứng và I 
thấp hcm quá 20 % lượng dược chất hòa tan qui định tại thời điểm thử cuối cùng.

c. Dạng thuốc giải phỏng muộn
Giai đoạn acid: Nêu không có chỉ dẫn gì khác trong chuyên luận riêng, mâu thừ đạt yêu câu ở giai đoạn nàỵ nêu lượng 
dược chất hòa tan tính bàng phần trăm so với lượng ghi trên nhãn của các đơn vị được thử đáp ứng yéu câu ghi trong 
Bàng 11.4.3. Phép thừ phải trải qua bước tiếp theo nếu kết quả không đạt ở bước truớc đó.

Bảng ỉ ỉ .4.3 - Tiêu chuẩn chấp nhận khi thừ độ hoà tan đối với dạng thuốc giải phóng muộn

Bước Số đơn vị thử Ị Tiêu chuẩn châp nhận
A] 6 Ị Không có đơn vị nào có lượng dược chất hòa tan quả 10 %
a2 6 Lượng dược chất hòa tan trung binh của 12 đem vị thử (A[ + A2) không lớn hem 10 % và

1 không có vién nào có lượng dược chất hòa tan quá 25 % 1
12 Lượng dược chất hòa tan trung bình cùa 24 đơn vị thử (A| + A2 + A}) không lớn hem 10 %, Ị 

khỏng có đơn vị nào cỏ lượng dược chất hòa tan quá 25 %
Giai đoạn đệm: Nếu không có chỉ dẫn gi khác trong chuyên luận riêng, mầu thử đạt yêu cầu khi lượng dược chất hòa 
tan từ các đơn vị đáp ứng yêu câu ghi trong Bảng 1 ] .4.4. Phcp thừ phải trải qua bước tiêp theo nêu kêt quả không đạt ờ 
bước trước đó. Giá trị Q trong Bảng 11.4.4 là 75 % lượng dược chât ghi trên nhãn được hòa tan, trừ khi có qui định khác 
trong chuyên luận riêng. Trị giá cùa Q là tông lượng dược chẩt được hòa tan, biêu thị băng phân trăm, cùa cả hai giai 
đoạn acid và độm. Các giá trị 5 %, 15 % và 25 % trong Bảng 11.4.4 cung là phân trăm của lượng dược chât ghi trên nhàn.

Bủng ỉ ỉ .4.4 - Tiêu chuẩn chấp nhận khi thừ độ hoà tan đối với dạng thuốc giải phóng muộn

Bước Số đom vi thừ Tiêuchuẩn chấp nhận ______ ị
B[ 6 1 Không có đơn vị nào cỏ lượng dược chật hòa tan thâp hơn Q + 5 %
B2 ! 6 Lượng dược chất hòa tan trung binh của 12 đơn vị thử (B) + B2) bằng hoặc lớn hơn ọ  và 1

không có viên nào có lượng dược chất hòa tan thấp hơn Q - 15 %
Lượng được chất hòa tan trung bình của 24 đơn vị thử (B| + B2 + Bị) bang hoặc lớn hơn Q, 

B3 12 không quả 2 đơn vị cớ lượng dược chất hòa tan thấp hơn Q - 15 %, và không có dơn vị nào;
có krợne dược chất hòa tan thấp hơn Q - 25 %
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Một số quy định đối vói phép thử độ hòa tan của viên 
nén và nang
Đối với viên nén hoặc nang giải phóng tức thời, nêu không 
có quy định trong chuyên luận riêng thì thời gian thử là 
45 min. Lẩv 6 đơn vị thử, lượng dược chât hòa tan từ mồi 
đưn vị so với hrợng ghi trên nhân không được thẩp hom 
70 %. Nếu có 1 đơn vị không đạt yêu cầu thi lặp lại phép 
thử với 6 đơn vị khác, lần này cả 6 đơn vị đều phải đạt. 
Khi có quy định cho hai đon vị thừ hoặc nhiều hơn vào 
một bình thử, cùng tiến hành thử sáu lần như vậy. Trong 
mồi lần thử, nếu không cỏ chỉ dẫn khác trong chuyên luận 
riêng, lượng dược chất được hòa tan tính theo mỗi đon vị 
không được ít hơn 70 % lượng dược chât ghi trên nhãn. 
Không được phép thử lại.
Trong trường hợp vỏ nang thuốc có ảnh hường đen kết quả 
phân tích, lấy ít nhất 6 nang thuốc, loại bò hết phần thuốc 
trong nang, hòa tan vỏ nang rỗng trong một thể tích môi 
trường hòa tan qui định. Tiến hành phán tích bằng phương 
pháp như đối với dung dịch mẫu thử được qui định trong 
chuyên luận riêng, sau đó tính hệ số hiệu chỉnh. Hệ sổ hiệu 
chình này không được lớn hơn 25 % lượng ghi trên nhẫn.

MỘT SỐ HƯỚNG DẪN CHO PHÉP THỨ ĐỘ HÒA TAN CỦA 
DẠNG THUỐC RẲN PHẢN LIỀU

Trong việc xác định độ hòa tan dược chất cùa các dạng 
thuôc răn phân liều cần xác định rõ các điểm sau đây:
-  Loại thiết bị được sử dụng; trong trường họp dùng thiết 
bị kiêu buông dòng chày, cần nói rõ loại buồng lớn hay 
buồng nhỏ;
-  Thành phân, thê tích và nhiệt độ của môi tTưừng hòa tan;
-  Tốc độ quay hoặc tốc độ dòng của môi trường hòa tan;
- Thời gian, phương pháp và lượng dung dịch hòa tan lấy 
đê thử hoặc các điêu kiện để theo dõi liên tục;
-  Phương pháp xác định lượng dược chất hòa tan trong 
mẫu thử;
-  Tiêu chuân chấp nhận.
Việc lựa chọn loại thiết bị hòa tan được dùng tùy thuộc 
vào các tính chất hóa lý của dạng bào chế thuốc. Khi một 
lượng lớn môi trường hòa tan được chì định sử dụng đề 
đảm bảo điêu kiện “sink”, hoặc khi sự thav đổi pH môi 
trường hòa tan trong quá trình thử là cần thiết, thiết bị kiểu 
buông dòng chày thường dược ưu tiên sử dụng.

Các điều kiện thử
Việc dùng thiết bị kiểu giỏ quay hay thiết bị kiểu cánh 
khuây, nói chung là dựa trên nguyên tắc vận hành ở điều 
kiện "sink”, có nghĩa là ờ điều kiện đó, dược chất đã hòa 
tan vào dung dịch không có hiệu ứng đáng kể lảm thay 
đội độ hòa tan của phần dược chất còn lại. Thông thường, 
điêu kiện "sink” có được khi thể tích môi trường hòa tan 
ít nhát băng từ 3 đến 10 lần thể tích cần để bào hòa lượng 
hoạt chất.
Nói chung, nước thường được dùng làm dung môi để chuẩn 
bi môi trường hòa tan. Các thành phần cùa môi trường hòa
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tan được lựa chọn trên cơ sở đặc điểm hóa iý cùa dược chất 
và cãc tá dược sao cho các điều kiện mòi trường nảy gần 
giống với điều kiện môi tnrcmg mà thuôe tiêp xúc sau khi 
uống. Điều cần đặc biệt quan tâm là pH và lực ion của môi 
trường hòa tan.
pH cùa môi trường hòa tan thường ờ trong khoáng từ 1 đên 8. 
Trong những trường hợp càn thiết được biện giải thòa đáng, 
có thê dùng môi trường hòa tan ở pH cao hơn. Đôi vói những 
giá trị pH thấp hơn ở vùng acid thì thường đủng dung dịch 
acid hydrođorìc 0,1 M. Một sô môi trường hòa tan được 
khuyến cáo sử dụng được mô tả ở phần sau.
Nước được dùng làm môi trường hòa tan chỉ khi đă chứng 
minh được là sự thay đôi pH không ảnh hường đên dặc 
tính hòa tan cùa hoạt chất.
Trong những trường hợp đặc biệt, môi trường hòa tan có 
thê chứa enzym, chất hoạt độns bề mặt và một số chất vô 
cư hay hữu cơ khác. Đe thử những chc phẩm chứa dược 
chất khó tan trong nước, có thế cần phải lảm thay đổi môi 
trường hòa tan. Trong những trường hợp này, nên thêm 
vào môi trường hòa tan chất hoạt động bề mặt ờ nồng độ 
thấp và tránh dùng cảc dung môi hừu cơ.
Không khí hòa tan ưong môi trường hòa tan có thể ảnh 
hường tới kết quả của phép thừ. Ảnh hưởng này càng rõ rệt 
đối với thiết bị buồng dòng chảy, vì thể, việc loại khí khỏi 
môi trường hòa tan là cần thiết nhẳm tránh sự tạo thành 
bong bỏng khí trong buồng dòng chảy. Phương pháp loại 
khí thích hợp như sau: Khuây nhẹ và làm âm môi trường lên 
khoảng 41 °c, lọc ngay dưới chân không, dùng màng lọc 
có kích thước lỗ lọc 0,45 pm hay bé hơn, đồng thời khuấy 
mạnh và tiêp tục khuây trong chân không khoảng 5 min. 
Các kỳ thuật ỉoại khí khác cùng có thê được sử dụng.
Khi dùng thiết bị kiểu giỏ quay hoặc kiều cánh khuấy, thể 
tích môi trường hòa tan thường là 500 mỉ đến 1000 ml. 
Tổc độ khuấy thường được chọn là từ 50 r/min đển 100 17 
min; tôc độ này không được vượt quá 150 r/min.
Đối với thiết bị buồng dòng chảy, tốc độ dòng của môi 
trường hòa tan thường đặt giừa 4 mbmin và 50 ml/min.
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Môi trưìmg hòa tan
Nhùng môi trường sau (xem Bảng 11.4.5) có thể được sử 
dụng làm môi trường hòa tan.

Bàng ỉì.4.5  - Những ví dụ về môi trường hòa tan

pH 1,0 
■ pĩĩ 1,2 
pỉỉ 1,5 
pH 4,5
pH 5,5 và 5,8 
pH CR 
pH 7,2 và 7.5

Môi trường hỏa tan
HC1

NuCỊ HC1 
NaCl, HCl
Đệm acetat hoặc đệm pliosphat 
Đệm acetat hoặc đệm phosphat 
Đệm phosphat 
Đệm phosphat
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Thành phần và cách pha che các môi trường nàv dược chỉ 
ra dưới đây:

Mỏi /mừng acid hvdrocỉoric
Dung dịch acidhydrocloric 0,2 M (7 7).
Dung dịch na trí clorid 0,2 M: Hòa tan 11,69 g na tri cỉorid 
(77) trong nước rồi pha loãng với nước đốn đủ 1000,0 ml.
Đe pha chế các môi trường có pi I khác nhau, lấy 250 ml duny 
dịch natri cỉorid 0,2 M cho vào một bình dinh mức 1000 ml, 
them một thè tích dung dịch acid hydrocỉoric 0,2 M (77) như 
ghi trong Bâng 11.4.6 rồi thêm nước vừa đủ đến vạch.

Báng ỉ 1.4.ố - Môi trường acid hydrocloric

IM ỉ ụ LỤC 11

pH HO (ml)
1,2 425,0
1,3 336,0
1,4 266,0
1,5 207,0
1,6 162.0
1,7 ĩ 30,0
1,8 102.0"
1,9 “ 81,0
2,0 ' 65.0
2,1 i 51.0
2,2 . 39,0

Cũng có thể thay thế na trí clorỉd (17) bàng kali cỉorid 
(77) trong pha chế các môi trường acid hydroclorie.

Các dung dịch đệm acetat
Dung dịch acid acetic 2 M: Hòa trộn 120,0 g acid aceúc 
băng (TT) với nước vừa đủ 1000,0 mỉ.
Dung dịch đệm aceíatpH 4,5: Hòa tan 2,99 g natri acetat 
(77) trong nước. Thêm 14,0 ml dung dịch acid acetic 2 hí 
rồi pha loãng với nước vừa đủ 1000,0 ml.
Dung dịch đệm acetatpH 5,5: I lòa tan 5,98 g natrì acetat 
(TT) trong nước. Thêm 3,0 ml dung dịch acid acetic 2 M 
rồi pha loãng với nước vừa đù 1000,0 mì.
Dung dịch dệm acetat pH 4,8: Ilòa tan 6,23 g natrí acetat 
(77) trong nước. Thcm 2,1 ml dung dịch acid acetic 2 M 
rồi pha loãng với nước vừa dù 1000,0 ml.

Các dung dịch đệm phosphat
Đe pha ché đệm phosphat với các pl ỉ khác nhau như trong 
Bàng 11.4.7, lẩy 250 ml dung dịch kaỉi dihydruphosphat 
0,2 A/ (77) cho vào một bình định rnửc 1000 ml. thêm một 
thổ tích dung dịch natrí hydroxyd 0,2 M (17) ghi trong 
bàng rồi pha loăng với nước cho đũ 1000,0 ml.

Bâng ỉ 1.4.7 - Thành phân các đệm phosphat

pH 5,8 6,0 ; 6,2 6,4 ■ 6,6 6,9
NaOH
(ml) 18,0 ' 28.0 40,5 58,0 82,0 112.0

pH ; 7,0 \ i j 2 7,4 ị 7,6 7,8 8,0
NaOIỈ

(nil) 145.5 173,5 195,5 212,0 . 222 5 230,5

C ác dung dịch dệm phosphat khác
Dung dich đệm phosphat pH 4.5: Hòa tan 13,61 g kali 
dihydrophospỉxat (77) trong 750 ml nước. Điều chình pH 
nếu cần bằng dung dịch natri hydroxvd 0, ì M (77) hoặc 
băng acid hydrucloríc 0.1 M (77). Pha loãng với nước dù 
1000,0 ml.
Dung dịch đệm phosphat pH 5,5 (77).
Dung dịch đệm phosphat p ỉl  6,8 (77).
Đậm phosphat pH 7,2 (77).
Dung dịch đệm phosphat 0,33 M pti 7,5 (77).

Dịch ruột giả pH  6,8
Hòa trộn 250 ml dung dịch chửa 6,8 g kalidihydrophosphat 
(Tí), 77 ml dưng dịch natrí hydroxyd 0,2 M (77) và 
500 ml nước. Thêm 10 g bột tuyến tụy (77), trộn đều và 
điều chỉnh pn nếu cần. Pha loãng với nước đù 1000,0 ml.

Dịch dạ dày giả
Hòa trộn tan 2,0 g na trí c lurid (77) và 3,2 g bột pepsin 
(Tỉ) trong nước. Thêm 80 ml acid hvdrocỉoric Ị M  (77) 
rồi pha loăng với nước vừa đù 1000 mỉ. Bột pepsin có thể 
không cẩn, nếu có yêu câu.

Tăng dần pH
Đối với phép thừ độ hòa tan với pH tăng dần, có thê áp 
dụng một trong các trình tự sau:

Thời
gian ¡ 0 - 1 '  1 - 2 ,  2 - 3  3 - 4  4 - 5 | 5 - 6 |6-7,  1 \
(h) ' ......; . . . .  • .1  J
pH 1.0
pH 1,2 Ị ......... ' ,
pll 1.2 ' 2,£ 4,5 ’ ^_7,0 _  7,5
pH n ,5  ' 4,5_ _ 7,2

Để đạt được sự thay đổi pH, có thể thực hiện một trong 
các cách sau:
Thay thế một dung dịch đệm bằng một dung dịch đệm khác 
(thay toàn bộ);
Rút bỏ chi một nửa thể tích môi trường hòa tan mỗi lãn 
(phương pháp thay thố một nửa) rồi bù vào bang dung dịch 
đệm có pH cao hơn; ví dụ: pỉl khởi đầu là 1,2 và dung dịch 
đệm thay the là đệm phosphat pH 7,5;
Thêm vào dung dịch khởi đầu ờ pH 1,5 một lượng bột hồn 
hợp chứa tris(hydroxymethyl)aminomethan (77) và na tri 
acetat khan (77) để thu được dung dịch pH 4,5 và một 
lượng lần thứ 2 để thu được dung dịch pll 7,2 như mô tả 
dưới đây:
Dung dịch acid hydrocloric p lỉ  1,5: Hòa tan 2 g natrỉ cloríd 
(77) trong nước thêm 31,6 ml dung dịch acid hydrocỉoríc 
ì M (17) rồ! pha loãng với nước vừa đủ 1000 ml;
Dung dịch đệm pH 4,5: Trộn đêu 2,28 g trìs(hydroxvmethyl) 
aminvmethan (17) và 1,77 g nơtri acetat khan (77). Hòa 
tan hồn hợp này trong dung dịch acid hydrocỉoric p ỉ ĩ  1.5 
ờ trên;
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Ị)un° dịch đệmpỉỉ 7,2: I rộn đêu 2,28 g tì'is(hydroxymethyỈỊ 
ơminomethan (TT) vả 1,77 g nơ!ri acctưỉ khan n i ) .  Hoa 
tan hỗn hợp này trong dung dịch đệm p ĩ 14,5 ờ trên.
Thiết bị buồng dòng chay có thể được dùng thử độ hòa tan 
trong mồi trường thay đôi liên tục pH.

Đánh giả và thẩm định
Do bàn chất cùa phép thư độ hòa tan, chát lượng thiêt kè 
là yếu tố đánh giá quan trọng đối với thiết bị thừ độ hòa 
tan in vitro. Bất kv một sai lệch nào như rung động hay lăc 
lư quá mức do phần cơ khỉ không hoàn háo đêu cân phải 
được loại trừ.
Việc đánh giả thiết bị thử độ hòa tan cân xem xét các kích 
thước và dung sai của thiêt bị. Những thông sô quan trọng 
nhất của phép thử như nhiệt độ và thẻ tích môi trường hòa 
tan, tốc độ quay hav tổc độ dòng, lượng mầu thử cần lấy và 
qui trình thử cẩn phải định kỳ theo dõi đánh giá trong các 
khoáng thời gian sừ dụng thiẻt bị.
Thiết bị thứ độ hòa tan có thể được theo dõi đánh giá bàng 
cách thử một sán phâtn dổi chiêu nhạy cảm với các điều 
kiện thủy động học. Những phép thừ nảy có thể được thực 
hiện định kỳ hoặc licn tục đề so sánh với các phòng kiêm 
nghiệm khác.
Trong quá trình thử, cần phải quan sát và kiểm tra một 
cách chặt chẽ. Điểu này đặc biệt quan trọng khi cần biện 
giải bất kỳ một kết quà nào lọt ra ngoài khoảng mong đợi. 
Việc kiểm định hệ thống thử độ hòa tan tự động đối với bộ 
phận lay mẫu và bộ phận phân tích, hoặc việc pha chế môi 
trường hòa tan và vận hành phép thử, cần phải xem xét độ 
chính xác. độ đúng và sự tránh nhiễm tạp do pha Ioàng, 
chuyên vận, làm sạch và các qui trình điêu chẻ dung mỏi 
hay chuẩn bị mẫu.

Yêu câu về độ hòa tan đối vói các dạng thuốc uống
Yêu câu vê độ hòa tan được bicu thị băng giá trị Q, là phần 
trăm lượng dược chất hòa tan so với lượng ghi trên nhãn 
trong khoảng thời gian qui định.
Dạng ỉhuôc gììỉi phóng tức thời (dạng quy ước)
Trong hâu hêt các trưèmg họp. khi thử trong các diêu kiện 
đã được khảo sát và chửng minh ỉà phù hợp, tiêu chuẩn 
châp nhận ờ bước Sị là ít nhất 80 % lượng dược chất được 
giải phóng trong khoáng thời gian quv định, thông thường 
là 45 min hoặc ít hơn. Điều nàv tương ứng với giá trị Q 
bâng 75 %, đỏi chiêu với Bảng 11.4.1, ờ bước S|, mỗi một 
giá trị cùa 6 đơn vị thử không được ít hem Q + 5 % tức là 
không ít hon 80 %.
Thông thường, tiêu chuân chấp nhận tại một thời điểm là 
đù đê chứng minh rằng phần lớn được chất đã dược giải 
phóng, tuy vậy trong một sổ trường hợp cần phải đảnh giá 
thêm một thời diêm hoặc nhiều hơn để chửng minh chế 
phâm đáp ứng yêu cầu vè độ hòn tan.
Dạng thuốc gìâi phỏng kẻo dài
Tiêu chuán độ hòa tan đòi với dạng thuốc thuốc giải phóng 
kéo dài thường bao gồm lừ 3 thời điểm thử trở lèn. Thời 
diêm thử đầu tiên nhảm kicm tra sự giãi phóng dược chất 
nhanh không dược định trước (sự ‘'bùng'' liều). Vì thế

Dược DIÊN VIỆT NAM V

thòng thường ycu cầu lượng dược chất được giải phóng 
tại thời điểm này nằm trong khoáng 20 % đen 30 %. Thời 
điểm thứ hai xác định cách thức hòa tan của chê phẩm và 
thường khoãng 50 % lượng dược chất được giải phóng. 
Thời điếm thừ cuối cùng nhầm đảm bào răng sự giai phóng 
dược chất gần như hoàn tất, có nghĩa là trên 80 % lượng 
dược chất đã được giải phóng.
Dạng thuốc giời phóng muộn
Dạng thuốc giải phóng muộn có thổ giải phóng dược chất 
theo nhiều phân đoạn cách quàng hay giải phóng toàn bộ 
một lẩn tùy theo thiết kế công thức bào chế khi được thừ 
trong môi trường hòa tan khác nhau, ví dụ trong các điêu 
kiện pH tăng dần. Tiêu chuẩn độ hòa tan, vi thê, phái được 
xác định cho từng trường họp một.
Những dạng thuốc kháng dịch vị yêu câu ít nhât 2 thời 
điểm thử theo trình tự trước sau và 2 tiêu chuân khác nhau 
trong một phép thử song song. Trong phép thử theo trình 
tự, thời đicm thừ thứ nhất cỏ một giới hạn trên và dược thừ 
sau 1 h hoặc sau 2 h trong môi trường acid, còn diêm thừ 
sau tại khoảng thời gian định trước trong một dung dịch 
đệm thích hợp (thường là pll 6.8).
Trong hàu het các trường họp, tiêu chuân chấp nhận ờ 
bước B) là ít nhất 80 % lượng dược chất được giải phóng. 
Điêu này tương ứng với giá trị Q băng 75 %, đối chiếu với 
Bàng 11.4.4, ở bước B], mỗi một giá trị cùa 6 đơn vị thử 
không được ít hom Q + 5 % tức là không ít hem 80 %.

11.5 PHÉP THỬ D ộ RẢ CỬA THUỐC ĐẠN VÀ 
THUỐC TRỨNG

Phép thử này xác định thuốc đạn và thuốc trứng có rã hoặc 
niêm đi hay không trong khoảng thời gian qui định, khi 
được đặt trong môi trường lỏng ứ những điều kiện thừ 
nghiệm chi định.

Thiết bị
a) Ong trong suốt bằng thủy tinh hay chất đèo, cao 60 ram 
với đường kính bén trong 52 mm, thành dày thích hợp 
(Hỉnh 11.5.1).
b) Bộ phận kim loại gồm hai đĩa kim loại không gi, mỗi 
đĩa có 39 lỗ tròn đường kính 4 mm và được phân bố như 
chỉ dãn trong Hình 11.5.1. Dường kính của đĩa gần tương 
đương với đường kinh bèn trong của ông bao. Hai đĩa cách 
nhau khoảng 30 mui. Bộ phận kim loại được treo bàng ba 
móc kẹp cách đểu nhau, gắn vảo thành ngoài ống bao như 
chì dần trong Hình 11.5.1.
Khi thử độ rà của viên nén đặt âm đạo, bộ phận kim loại 
được gắn ờ dưới với đầu móc kẹp hướng lên trên như mô 
tã trong Hình 11.5.2.

Cách thử
Thuốc đạn
Dặt một viên lẽn đĩa dưới cùa bộ phận kim loại, đưa bộ 
phận này vào ống bao và gan chặt vào thành ống. Nếu 
không cỏ chI dẫn khác, đặt thièt bị thư vào một bồn chửa ít
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nhất 4 L nước ấm (36 °c đến 37 °C) có gắn dụng cụ khuấy 
chậm và giữ thiết bị thử ờ vị trí thẳng đứng, ngập 90 nim 
so với mặt nước. Xoay ngược thiêt bị thừ Ỉ0 min một lằn, 
tránh không dẻ nhô lên khỏi mặt nước.
Lặp lại toàn bộ thử nghiệm với hai viên khác.
Thuốc được coi là rã, khi đáp ứng một trong những yêu 
cáu sau:
a) Tan hoàn toàn.
b) Phân tách ra các thành phân tạo thành, rồi tập trung 
trên bề mặt (các chất mỡ nóng chảy), chìm xuống đáy (bột 
không tan) hay hòa tan trong nước (các thành phần hòa 
tan), hoặc có thể phán tán theo một hay vài cách nêu trên.
c) Trở nên mềm, có thể biến dạng đáng kể, không nhất thict 
bị phân tách hoàn toàn ra các thành phẩn tạo thành, nhưng 
không có nhân rắn chịu đưực sức ép của đũa thúy tinh.
Nếu không có quy định khác trong chuyên luận riêng, 
thời gian rã không quá 30 min đổi với các thuốc đạn có 
tá dược thân mờ và không quá 60 min đối với thuốc đạn 
tan trong nước.

Nang đặt trực tràng
Tiến hành như mó tà trong phần Thuốc đạn. Thuốc dược 
coi là rà, khi vỏ gelatin vỡ ra, giải phóng các chất chứa 
bên trong.
Thời gian rà không được quá 30 min.

Thuốc trúmg
Tiến hành và đảnh giá như mô tả trong phần Thuốc đạn. 
Nếu không có quy định khác trong chuyên luận riêng, thời 
gian rã không quá 60 min.

Nang đặt ầm dạo
Tiến hành như mô tà trong phần Thuốc đạn và đánh gitá 
như mỗ tà trong phần Nang đặt trực tràng.

Mên nén đặt âm đạo
Đặt thiết bị thừ vào bồn có đường kính phù hợp. chửa nước 
ấm (36 °c đến 37 °C). Thcm dần nước ấm (36 °c đốn 
37 °C) cho đến khi mặt lỗ cùa đĩa kim loại vừa được phủ 
bằng một iớp nước. Đặt viên thuốc lèn đĩa trên và đậy thiêt 
bị bàng lấm kính đổ giữ các điều kiộn âm thích hợp. Lặp 
lại toàn bộ thử nghiệm với hai viên khác.
Thuốc được coi là ră, khi đáp ứng một trong những yêu 
cầu sau:
a) Không còn cẳn trên đĩa.
b) Nểu cắn vẫn còn. đấy chỉ là khối mềm hay rỗng xốp, 
không có nhân rắn chịu được sức ép của đũa thủy tinh. 
Ncu không có quy định khác trong chuyên luận riêng, thời 
gian rã không quá 30 min.
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Hình ỉ 1.5. ỉ - Thiết bị thử độ rã của thuốc đạn và thuốc trúng 
(Kích thước tỉnh hảng mm)

A - Viên nén đặt ầm đạo; B - Tấm kính; c  - Mặt nước. 

Hình Ị ỉ.5.2 - Thíổt bị thử độ rã cũa viên nén đặt âm dạo

11.6 PIỈÉP THỬ Đ ộ RÃ CỦA MÊN NÉN VÀ NANG

Phép thử này xác định viên nén hay nang có rã hay không 
trong khoáng thời gian quy dinh, khi dược đặt trong môi 
trường lỏng ờ những điểu kiện thử nghiệm chỉ định.
Trong phép thử nàv, chế phẩm rã không có nghĩa là hòa 
tan hoàn toàn đon vị chế phẩm hay thành phan hoạt châl. 
Thuốc được coi là rã, khi đáp ímg một trong những yêu 
cầu sau:
a) Không còn cấn trên mặt lưới, trừ những mành vỏ bao 
không tan cùa viên nén hoặc vỏ nang trên mặt lưới; hoặc 
dính vào mặt dưới cùa đĩa. nốu sử dụng đĩa.
b) Neu còn căn, dây là khối mềrn không có nhân khô.
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Sử dụng thiết bị A cho vicn nén và nang cỡ bình thường 
(không dài quá 18 mm). Sử dụng thiêt bị B cho viên nón 
và nang cữ lớn.

Thiết bị À: Áp dụng cho viên nón và nang cỡ bỉnh thưòng

Thiệt bị
Thiết bị A thừ độ rã viên nén và nang gồm:
a) Giá đỡ ống thử.
b) Cốc đáy bằng dung tích 1 L, chiều cao (149 ± 11) rnm, 
và đường kính trong (109 ± 9) mm đổ chứa mòi trường thử.
c) Bộ phận điều nhiệt đe làm nóng môi trường thử trong 
khoảng 35 °c đến 39 °c.
d) Bộ phận cơ chuyển động lên xuống cho giá đỡ ống thử 
ờ tần số hàng định trong khoảng 29 r/mìn đốn 32 r/mìn, với 
biên độ (55 ± 2) mm. The tích môi trường thử trong cốc 
phải đủ, để khi giá đỡ ống thử ờ vị trí cao nhất, lưới kim 
loại phải ngập sâu ít nhất 15 mm so với bề mặt chất [ỏng, 
còn khi ở vị trí thấp nhất, lưới kim loại phải cách đáy cốc 
ít nhất 25 mm và miệng các ống thừ vẫn ở trên bề mặt chất 
lòng. Thời gian đê giá dữ ống thử đi lên phải bảng với thời 
gian giá đỡ ông thử đi xuống và sự thay đổi của hướng 
chuyên động phải nhẹ nhàng không được đột ngột. Giá đỡ 
ổng thử phải chuyển động thăng đủng theo trục của nó, 
không được dao động ngang hoặc di chuyển ra khỏi trục 
thẳng đứne.
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Giá đờ ổng thứ: Giá đỡ ông thử bao gôm 6 ông trong suốt 
hớ dầu, các ống dài (77,5 ± 2,5) min, có dường kính trong 
(21.85 ± 1,15) mm và thành ổng dày (1,9 ± 0,9) mm. Các 
ống được giữ ở vị trí thăng đứng bơi hai đĩa, có đường kính 
(90 ± 2) mm và dày (6,75 ± 1,75) rnm; có 6 lồ, mỗi lỗ có 
đường kinh (24 ± 2) mm, cách đều tâm đĩa và cách đều các lồ 
còn lại. Gắn vào mặt dưới cùa đĩa bèn dưới là một hróri kim 
loại, dột hình vuông, có kích thước lỗ lưới (2,0 ± 0,2) mm và 
đường kính dây kim loại là (0,615 ± 0,045) mm. Các bộ 
phận được lắp ráp và được giữ chắc chăn băng 3 ôc vít đi 
qua 2 đĩa. Giá đờ ống thừ được treo phù hợp vào bộ phận 
chuyển động tại một điểm trên trục của nó.
Thiết kế cùa giá đỡ ống thử cỏ thổ thay đổi, nhưng tiêu 
chuân cùa ống thủy tinh và lưới kim loại phải đúng quy 
định. Giỏ phải cỏ kích thước như quy định ử Hình 11,6.1. 
Dĩa: Chỉ dược sử dụng đĩa nếu có chi dẫn hoặc được cho 
phép trong chuyên luận riêng hoặc chuyên luận chung 
tương ứng. Mỗi ống thử của giá đỡ ống thừ có một đĩa hình 
trụ, đường kính (20,7 ± 0,15) mm và dày (9,5 ±0,15) mm. 
Đĩa được làm bang chất dòo trong suốt có tỷ trọng riêng 
1,18 đên 1,20. Đĩa có 5 lỗ song song theo trục đìa và xuyén 
qua đĩa. 1 lỗ ở chính giữa, 4 lồ còn lại nam cách đều nhau 
trên vòng tròn bán kính (6 ± 0,2) mm tính từ tâm, các lồ 
có đường kính (2 ±0,1) min. Có 4 rãnh hình thang, cân 
xứng, trên thành của dĩa, gần như vuông góc với bề mặt

Hình ỉ ỉ .6.1 - Thiết bị thử độ rã của viên nen và nang cỡ binh thường
(Kích thước tỉnh hằng rnm)
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đĩa, bề mặt song song của nỏ trùng với bai mặt của đĩa vả 
song song với trục nòi 2 lồ cạnh nhau, cách truc đĩa 6 mm. 
Cạnh đáy nhỏ của hình thang trên đáy của đĩa, có chiều dài 
(1,6 ± 0,1) ìnrn và trung tâm cùa cạnh có độ sáu 1,5 đốn 
1,8 mill tính từ chu vi của đĩa. Cạnh đáy lớn cùa hình thang 
ỡ tren đinh của đĩa có chiêu dài (9,4 ± 0,2) mm và trung 
tâm của cạnh có độ sâu (2,6 ± 0,1) mm tinh từ chu vi của 
đĩa. Tất cả các mặt của đĩa phải phăng.
Neu sử dụng đỉa như chỉ dần, cho mỗi đĩa vào ! ống vả vận 
hành thiết bị. Đĩa phải đáp ứng kích thước như quy định ờ 
Hình 11.6.1.
Việc sư dụng đĩa cải tiến có hệ thống phát hiện tự động cỏ 
thề được sừ dụng theo chỉ dần hoặc cho phép. Đĩa này phâi 
đáp ứng yêu cầu về tý trọng và kích thước theo chuycn 
luận này.

Phương pháp thử
Nếu không có chi dần khác trong chuyên luận riêng, cho 
vào mồi ống thử một viên nén hoặc nang. Neu có chì dẫn 
trong chuyên luận chung tương ứng, cho một đĩa vào mòi 
ổng. Treo giá đờ ống thừ trong cốc có chửa môi trường 
theo chì dẫn được duy trì ờ (37 ± 2) °c và vận hành thiết 
bị theo thời gian quy định. Lẩy giả đỡ ổng thử ra khôi chất 
lỏng và quan sát chế phẩm thừ. Mau thừ đạt yêu cầu nếu 
tất cà 6 viên đều rà. Neu có 1 đến 2 viên không rã, lặp lại 
phép thừ với 12 viên khác. Mau thừ đạt yêu cầu nếu khóna 
dưới 16 trong so 18 viên thử rà.

Thiết bị B: Áp dụng cho viên nén và nang cỡ lớn
Thiết bị
Thiết bị B có cấu tạo tương tự như thiết bị A, nhưng khác 
về cấu tạo cùa giá đỡ ống thừ và đĩa.
Giá đờ ống thử: Giá đờ ống thử bao gồm 3 ống trong suôt 
hờ dầu, các ống dài (77,5 ± 2,5) mm, có đường kính trong 
(33,0 ± 0,5) mm và thành ổng dày (2,5 + 0,5) mm. Các ống 
được giữ ở vị trí thảng đứng bời hai đĩa nhựa, có đường 
kính 97 mm và dày 7 mm; có 3 lồ. Các lồ cách đều tâm 
đĩa và cách đều các lồ còn lại. Gẳn vào mặt dưới cùa đĩa 
bên dưới là một lưới kim loại, dệt hình vuông, bằng dây 
kim loại có đường kỉnh (0.63 ± 0,03) mm và có kích thước 
lỗ lưới (2,0 ± 0,2) mm. Hai đĩa được cố định cách nhau 
77,5 mm bằng 3 thanh kim loại chốt thăng đúng ờ ngoại 
biên. Một thanh kim loại được gan chặt vào tâm đìa nhựa 
phía trên, sao cho giá đỡ ống thừ lap ráp được với bộ phận 
cơ có khả năng vận hành giá đờ chuyển động lên xuống nhẹ 
nhàng ờ tần so hàng định trong khoảng 29 đến 32 r/min, với 
biên độ (55 + 2) mm.
Thiết kể cua giá đỡ ống thử có thể thay đôi, nhưng tiêu 
chuẩn của ổng thủy tinh và lưới kim loại phải đúng quy 
định. Giỏ phải có kích thước như quv định ờ Hình 1 1.6.2. 
Dĩa: Chỉ được sừ dụng đìa neu có chi dẫn hoặc được cho 
phép trong chuyên luận riêng hoặc chuyên luận chung 
tương ứng. Mỗi ong thử của giá đỡ ống thư có một đĩa hình 
trụ, đường kính (31,4 ± 0,13) mm và dày (15,3 ± 0,15) mm. 
Dĩa được làm bằng chất đèo trong suốt có tỷ trọng riêng 
1,18 đen 1.20. Dĩa có 7 lỗ song song theo trục đĩa và xuyên

pnụ Lực 11

qua dĩa, các lỗ có đường kính (3,15 ±0.1) nun, 1 lỗ ờ chính 
giữa vã 6 lỗ còn lại nam cách dều nhau tren vòng tròn bán 
kính 4,2 mm tính từ tâm đĩa.
Neu sử dụng đĩa như chỉ dầu, cho mỗi đĩa vào 1 ổng và vận 
hành thiêt bị. Đĩa phải đáp ứng kích thước như quy định ờ 
Hỉnh 11.6.2.

Giá đỡ ổng thử

DƯỢC ĐIÊN Ví HT NAM V

<t: đường kính

Hình 11.6.2 - Thiết bị thứ độ rã của viên nén và nang cỡ lớn 
(Kích thước tinh bằng mm)

Phương pháp th ử
Neu không cỏ chi dân khác trong chuyên luận riêng, tiến 
hành thử với 6 viên nén hoặc nang trén 2 giá đờ ông thử 
lẩp song song hoặc ỉặp lại phép thử trên 1 giá đờ ong thừ. 
Cho vào mồi ống thử một viên nén hoặc nang. Nêu có 
chi dần trong chuyên luận chung tương ứng, cho một đĩa 
vào mỗi ống. Treo giá đỡ ống thử trong cốc có chứa môi 
trường theo chì dần được duy trì ờ (37 ± 2) cc  và vận hành 
thiết bị theo thời gian quy định. Lấy giá đỡ ong thử ra khỏi 
chát lòng và quan sát ehe phẩm thử. Mau thử đạt yêu câu 
nếu tất cả 6 viên đều rã.
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11.7 PHÉP THỬ Đ ộ RẢ CÙA VIÊN BAO TAN 
TRONG RUỘT

Thiết bị
Sử dụng thiết bị mò tã trong Phụ lục 11.6. Phcp thử độ rã 
của viên nén và nang.

Phương pháp thử
Cho một viên vào môi ông thử, không dùng đĩa, treo giá đờ 
ống thư trong cốc chứa dung dịch acid hydrvclorìc 0,1 N 
(77), nêu không có chi dân khác trong chuyên luận riêng, 
vận hành thiết bị trong 120 min. Lấy giá đỡ ống thử ra khỏi 
chất lỏng. Trừ các mảnh vò bao, không một viên nào bị rã 
hay có dấu hiệu bị rạn nứt khiến hoạt chất bị hoà tan.
Thay chất lỏng trong cốc bằng đệm phosphai hỗn hợp 
pH 6,8 (Tỉ), cho đĩa vào ống và vận hành thiết bị trong 
60 min. Lấy giá đỡ ống thử ra khỏi chất lỏng. Ncu mau thừ 
không đạt yêu cầu do viên bị dinh vào đìa, lặp lại phép thử 
với 0 viên khác và không dùng đĩa. Mầu thử đạt yêu cầu 
nếu tất cả sáu viên đều rã.

11.8 XÁC ĐỊNH GIỚI HẠN TIÈU PHÂN

A. Xác định giới hạn tiểu phân không nhìn thấy bằng 
mắt thường
Tiểu phân trong thuốc tiêm và thuốc tiêm truyền là các hạt 
nhỏ không hòa tan, linh động, không phải là bọt khí, có 
nguôn gốc ngẫu nhiên từ bên ngoài.
Đê xác định giới hạn tiều phản có hai phương pháp mô tà 
dưới dây, Phương pháp 1 (dùnc thiết bị đém tiêu phân) và 
Phương pháp 2 (dùng kính hiển vi). Khi kiêm tra tiểu phân 
không nhìn thay bảng mất thường cùa thuốc tiêm và thuổc 
tiêm truyền, thường áp dụng Phương pháp 1. Tuy nhiên, 
đối với một số chế phẩm, phải áp dụng cà hai phương pháp 
đề đảnh giá.
Không phải tất cả các thuốc tiêm và thuốc tiêm truyền đều 
có thể kiểm tra được giới hạn tiểu phàn không nhìn thấy 
băng mắt thường bang một trong hai phương pháp, hay cà 
hai phưomg pháp. Các chê phâm không thật trong, hay có độ 
nhớt tăng cao, hoặc tạo bọt khí khi đô vào thiết bị đcm tiêu 
phân, tiền hành thử theo Phương pháp 2. Nổu độ nhớt của 
chê phẩm quá cao, cản trở phương pháp kiểm tra, pha loãng 
với dung môi thích hợp đê có thê tiến hành được thừ nghiệm. 
Kẽt quả kiêm tra một đơn vị riêng lc hay nhóm các đơn vị 
chê phcâm không có giá trị dương nhiên đối với các đơn vị 
không dược kiêm tra. Bời vậy, cân xây dựng kế hoạch lây 
mâu dù sô lượng thống kê, để từ két quà kiêm tra có thổ 
đánh giá được giới hạn tiêu phân của cả nhóm lớn các đơn 
vị chế phẩm.

Phương pháp 1: Dùng thiết bị đếm tiểu phân 

Quy định chung
Tiên hành thừ nghiệm tronẹ các điều kiện hạn che được 
nhiêm tiểu phan, tốt nhất là trong tủ lọc khí vô khuẩn.
Rửa thật cán thận dụng cụ thủy tinh vá dụng cụ lọc (trử 
màng lọc) bằnu dung dịch Tẩv rửa ấm, tráng lại bằng nước
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cho sạch hết chất tây. Ngay trước khi dùng, tráng lại các 
dụng cụ từ trên xưông dưới, hèn ngoài, sau đó là bên trong 
với nước khủng có tiêu phân (77).
Tránh tạo bọt khí trong chế phâm đcm thử, đặc biệt là khi 
rót vào dụng cụ đổ tiến hành đếm tiểu phân.
Đe kiểm tra môi trường có thích hợp cho thứ nghiệm, dụng 
cụ thủy tinh cỏ dủ sạch và nước sử dụng có hết ticu phân 
hay không, tiến hành phép thử sau:
Kiềm tra giới hạn tiểu phân của 5 mẫu nước không có tiểu 
phcm (Tỉ), mỗi mẫu 5 ml, theo phương pháp mô tà ở dưới. 
Neu trong cà 25 ml nước thử có trên 25 tiểu phân kích 
thước bằng 10 pin hav lớn hơn, phải tiến hành lại các bước 
chuân bị cho đên khi môi trường, dụng cụ thủy tinh và 
nước thích hợp cho thừ nghiệm.

Đụng cụ
Sử dụng thiết bị thích hợp hoạt động theo nguyên tắc càn 
ánh sáng, cho phcp tự động xác định kích thước tiều phân 
và so lượng tiểu phân theo kích thước đà chọn.
Chuẩn hóa thiết bị bàng các hạt càu chuẩn kích thước 10 pm 
đến 25 pm. Phân tán hạt chuẩn trong nước không có tiểu 
phân (77). Tránh kết tụ tiểu phân trong quá trình phân tán.

Cách tiến hành
Trộn đều chế phẩm bằng cách lộn đi, lộn lại nhẹ nhàng 
đụng cụ chứa (dồ đựng) 20 lần liên tiếp. Nếu cần, tháo bò 
phần bào vệ ngoài nấp đậv. Dùng tia nước không có tiếu 
phân (ĨT) rửa bề mật nắp và. cô dụng cụ chứa (đồ đựng), 
mở nắp cẩn thận, tránh nhiễm tiểu phân từ bên ngoài. Loại 
bọt khí bằng cách đe yên 2 min hoặc sicu âm.
Đối với thuốc tiêm và thuốc tiêm truyền có thề tích từ 
25 mỉ trờ lên, tiến hành thừ với từng đơn vị. Đối với thuốc 
tiêm và thuốc tiêm truyền có thổ tích nhỏ hơn 25 ml, gộp 
dung dịch của ít nhất 10 đơn vị trong một cốc sạch cho đù 
25 mỉ. Khi có chỉ dần đặc biệt, lấy dung dịch từ một sô 
đơn vị thích hợp. pha loãng thành 25 ml với nước không có 
tiêu phân (77) hoặc với dung môi thích hợp không có tiểu 
phân, khi nước không cỏ tiểu phán (77) không thích hợp. 
Thuốc bột để pha tiêm được hòa tan trong nước không 
có tiểu phản (77) hoặc dung môi thích hợp không có tiểu 
phân, khi nước không cỏ tiêu phán (77) không thích hợp. 
Số mẫu thử phải đủ lượng thống kê. Đối với thuốc tiêm và 
thuốc tiêm truyền có thể tích từ 25 ml trở lèn, số mẫu thừ có 
thể nhỏ hơn 10, phụ thuộc vào kể hoạch lấy mẫu đã đồ ra. 
Lây 4 mẫu thừ, mồi mầu không dưới 5 mi, đua vào máv 
đem tiểu phàn theo kích thước bằng 10 pm hay lớn hơn và 
bang 25 pm hay lớn hơn.
Loại bỏ kết quả của mầu đàu tiên. Tính số lượng tiểu phân 
trung bỉnh của chế phẩm đã thử.

Đánh giá kết quả
Đối với thuốc tiêm và thuổe tiêm truyền cỏ thể tích lớn 
hơn 100 ml: Chế phâm đạt yêu cầu phép thừ, nếu trung 
bình trong mỗi m! có không quá 25 tiểu phân kích thước 
băng 10 pin hay lởn hơn và không quá 3 tiểu phân kích 
thước băng hay lớn hơn 25 |im.
Đỏi với thuôc tiêm và thuốc tiêm truyền cỏ thê tích nhỏ hơn 
hoặc hăng 100 IĨ1Ỉ: Chẽ phẩm đạt yéu cầu phép thử, liêu
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Irune bình trong mỗi đom vị đã kiêm tra có không quá 6000 
tiểu phím kích thước bang 10 pin hay lớn hơn và không quá 
600 ticu phân kích thước bàng 25 pm hav ỉớn hơn.
Nen sổ lượng ticu phân trung binh vượt quá giới hạn, kiểm 
tra chẻ phàm bàng Phương pháp 2.

Phưưng pháp 2: Dùng kính hiển vỉ

Quy định chung
Tiến hành thứ nghiệm trong các điều kiện hạn che được 
nhiễm tiều phân, tốt nhất là trong tủ lọc khí vô khuẩn.
Rửa thật cẩn thận dụng cụ thủy tinh vả dụng cụ lọc {trừ 
mảng lọc) bàng dung dịch tây rửa ấm, tráng lại băng nước 
cho sạch hết chất tẩy. Ngay trước khi dùng, tráng lại các 
dụng cụ tử trên xuống dưới, bén ngoài, sau đó là bên trong 
với nước khómỉ có tiêu phân 677).
Đổ kiềm tra môi trường có thích hợp cho thừ nghiệm, dụng 
cụ thủy tinh và màng lọc cỏ đù sạch, nước sử dụng có hết 
ticu phân hay không, tiến hành phép thừ sau:
Kiểm tra giới hạn tiểu phân của 50 ml nước không có tiêu 
phán (TT) theo phương pháp mô tà ở dưới. Neu có quá 
20 tiểu phân kích thước bằng 10 pm hay lớn hom hoặc có 
quá 5 tiểu phàn kích thước băng 25 Ịim hay lớn bom trẽn 
màng lọc, phải tiến hành lại các bước chuãn bị cho đen khi 
môi trường, dụng cụ thủy tinh, màng lọc và nước thích hợp 
cho thử nghiệm.

D ụng cụ
Sử dụng kính hiển vi thích hợp, bộ lọc để lưu giữ các tiều 
phân và màng lọc để kiểm tra.
Kính hiển vi cố độ phóng đại (100 £ 10) lân, được trang bị 
một trắc vi thị kính hiệu chỉnh bàng một trắc vi vật kính, 
một bàn soi có khả năng cố định và xoay quanh toàn bộ 
diện tích lọc cùa màng lọc, hai nguồn chiếu thích hợp câp 
ánh sáng phản xạ bồ sung cho ánh sáng chếch.
Trắc vi thị kính (Hình 11.8.1) bao gồm một vòng tròn lớn có 
hình chữ thập chia tư, các vòng đối chiếu nong suốt hay màu 
đcn đường kính 10 pm và 25 pm ờ độ phóng dại 100 lần, 
một thước chia vạch 10 pm đã được kiêm định theo chuẩn
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quốc gia hoặc quốc lố với sai số tương đối cho phép ±2%.  
Vòng tròn lớn dược gọi là thị trưòmg phân vạch (TTPV). 
Trong hai nguồn chiếu sáng, một nguồn cấp trường sáng 
phàn xạ từ trong kính hiển vi và nguồn bên ngoài bổ trợ 
hội tụ, có khả năng điêu chình để rọi sáng khũc xạ chếch 
ờ góc 10c đốn 20°.
Hộ lọc để lưu giữ các tiểu phân bao gồm màng lọc thích 
hợp và để lọc bang thủy tinh hoặc vật liệu khác thích hợp, 
nối với máy hút chân không.
Màng lọc kích thước thích hợp màu đen hoặc xám sẫm, 
với lỗ xốp bàng 1,0 pin hoặc nhỏ hom.

Cách tiến hành
Trộn đều ché phẩm bang cách lộn đi, lộn lại nhẹ nhàng 
dụng cụ chứa 20 lan liên tiếp. Neu cần, tháo bỏ phần bảo 
vệ ngoài nắp đậy. Dùng tia nước không cỏ tiểu phàn (TT) 
rừa bề mặt nắp và cồ bình chứa, mở nắp cẩn thận, tránh 
nhiễm tiểu phàn từ bên ngoài.
Đối với thuốc tiêm và thuốc liêm truyền có thể tích từ 
25 ml trở lên, tiến hành thử với từng đơn vị. Dối với thuổe 
tiêm và thuốc tiêm truyền có thể tích nhỏ hơn 25 ml, gộp 
dung dịch của ít nhất 10 đưn vị trong một cốc sạch cho đủ 
25 mi. Khi có chỉ đẫn đặc biệt, lấy dung dịch từ một sổ 
đơn vị thích hợp, pha loãng thành 25 mỉ với nước không có 
tiếu phân (TT) hoặc với dung môi thích hợp không có tiều 
phân, khi nước không cỏ tiêu phân (TT) không thích hợp. 
Thuốc bột đê pha tiêm được hòa tan trong nước không 
củ tiều phân (TT) hoặc dung môi thích hợp không có tiêu 
phân, khi nước không có tiêu phân (TT) không thích hợp. 
Số mẫn thử phải đù lượng thông kê. Đôi với thuôc tiêm 
và thuốc tiêm truyền có thể tích từ 25 ml trở lẽn, số mẫu 
thử cỏ thể nhò hơn 10. phụ thuộc vào kế hoạch lẩy mầu 
đã dề ra.
Dùng vài ml nước khóng cỏ tiếu phân (TT) làm ẩm bên 
trong đế lọc đã găn màng lọc. Chuycn toàn bộ dung dịch 
thử đã chuẩn bị, hay dung địch trong một đơn vị, vảo phêu 
lọc và hút chân không. Nếu cần, đổ từng lượng nhỏ vào 
phễu cho đến khi toàn bộ thể tích dung dịch thử được lọc.
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Hình ỉ 1.8. ỉ - Trắc vi thị kính
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Sau lần đổ cuối cùng, bắt đầu dùng tia nước không cỏ tiêu 
phân (TT) rửa thảnh bên trong (lê lọc. Hút chân không cho 
tới khi bè mặt màng lọc không còn chất lỏng. Đặt màng 
lọc vào hộp lồng Pctri và đổ khỏ tự nhiên bang cách tnờ hé 
nắp hộp. Sau khi màng lọc khô, đặt hộp lon2 Petri lên bàn 
soi cùa kính hiển vi và soi toàn bộ màng lọc dưới ánh sánạ 
phản xạ từ nguồn chiếu. Đốm số tiểu phân bằng 10 pm hay 
lớn hcm và số tiểu phân bằng 25 pm hay lớn hơn. Hoặc, 
cỏ the đêm trên một phần cùa màng lọc, rồi tính so lượng 
trẽn cả màng lọc. Tính số lượng tiêu phân trưng binh cho 
chế phâm đem thử.
Quá trình phân loại tiêu phân được tiến hành bang cách so 
sánh mỗi tiêu phân với các vòng đối chiếu Ị 0 pm và 25 pm. 
Đưcmg kính bên trong của các vòng đổi chiếu trong suốt 
dùng đê phân loại tièu phân màu trắng và trong suôt, còn 
tiểu phân thầm màu được phần loại bằng đường kính ngoài 
cùa các vòng đối chiếu màu đen.
Khi tiên hành kiểm tra theo Phương pháp 2, không phàn 
loại hay liệt kc các chất vô định hình, nửa lòng hoặc các 
chắt không rõ ràng về hình thái khác, chúng có biểu hiện 
biến màu hay đôi màu trên màng lọc. Nhừng chất này nhò, 
không biêu hiện rò ràng, dạng sền sột hay như cỏ màng. 
Trong trường hợp này cần kiếm tra bổ sung bằng Phương 
pháp 1.

Đánh giả kết quả
Đối với thuốc ticm và thuốc tiêm truyền có thổ tích lớn 
hơn 100 ml: Chế phẩm đạt yêu cầu phép thử, nểu trung 
bình trong mỗi ml có khóng quá 12 tiểu phân kích thước 
băng 10 pm hay lớn hơn và không quá 2 tiểu phân kích 
thước băng 25 pm hay lớn hơn.
Đổi với thuốc tiêm và thuốc tiêm truyền có thế tích nhỏ hom 
hoặc băng 100 ml; Chế phâm đạt yêu cầu phép thử, nếu 
trung bình trong mồi đom vị đã kiểm tra có không quá 3000 
tiểu phân kích thước bằng 10 pm hay lớn hơn và không quá 
300 tiểu phân kích thước bàng 25 gm hav lớn hơn.

B. Xác định độ trong (Xác định tiểu phân nhìn thấy 
băng măt thường)
Tiêu phân trong thuốc tiêm và thuốc tiêm truyền là các hạt 
nhỏ không hòa tan, linh động, không phủi là bọt khí, có 
nguôn gôc ngầu nhiên ùr bên ngoài.
Phép thử này là qui trình đom giàn dể đánh giá độ tron2 của 
thuỏc tiêm và thuốc tiêm truyền.

Dụng cụ
Thiết bị (Hình 11.8.2) là một bộ dụng cụ dể soi bao gồm: 
Bàng màu đen bê mặt mờ, kích thước thích hợp, găn 
thẳng đứng.
Bảng màu trẩng không íóa (không bóng), kích thước thích 
hợp, gân thăng đứng bên cạnh bàng màu đen.
Hộp đòn có thê điêu chinh với nguồn ánh sáng trắng được 
che chân thích hợp và bộ khuếch tán ánh sáng thích hợp 
(như nguôn sáng bao gồm hai đèn huỳnh quang 13 w, mỗi 
ông dài 525 mm). Cường độ chiều sáng tại vùng soi phài 
duy tri từ 2000 ỉux đển .3750 lưx. Có thc phải sử dụng cường 
độ cao hơn dối với đồ chừa là thúy tinh máu hoặc plaslic.
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Cách tiến hành
Nêu không có chỉ dẫn khác trong chuyên luận riêng, lấy 
ngầu nhiên 20 đơn vị. Loại bò mọi nhãn mác dán vào đô 
chứa, rửa sạch và làm khô bên ngoài. Lắc nhẹ hay lộn di, 
lộn lại chậm tửng đơn vị, tránh không tạo thành bọt khí và 
quan sát khoảng 5 s trước bàng màu trắng. Tiến hành lặp 
lại trước bàng màu đen.

Đánh giả kết quả
Ncu có không quá một đơn vị có tiểu phân nhìn thấy bằng 
mắt thường, tiến hành kiẻm tra lại với 20 đơn vị khác lấy 
ngẫu nhiên. Che phâm đạt vẻu cầu phép thử, nếu có không 
quá một đơn vị trong sổ 40 đơn vị đem thử có tiểu phân 
nhìn thấy bằng mắt thường.

PHỤ LỤC 11

1. Bảng màu đen bề mặt mờ
2, 3. Bàng màu trang không lóa 
4. Hộp đèn có thê điều chinh

Hình ỉỉ.8.2  - Dụng cụ để soi độ trong

11.9 PHÉP THỦ ĐỘ DÒNG ĐÈU ĐƯN VỊ LIÊU

Đê đàm bào tính đồng nhất của các đơn vị liều, mỗi đơn 
vị trong một lô phải chứa một lượng dược chất nằm trong 
khoang giới hạn hẹp gần với giá trị hàm lượng ghi trcn 
nhãn. Đơn vị liều là một đơn vị chế phẩm thuốc có chửa 
một lượng dược chất tưoưg ứng với một liều đơn hoặc một 
phan cùa liều (lơn.
Neu không có qui định khác, phép thư này không áp dụng 
cho chế phấrn đơn liều dạng hỗn dịch, nhũ dịch hoặc gel 
dùng ngoài da. Các chế phẩm chứa vitamin và các nguyên 
to vi lượng không cẩn xác định độ đổng đều đcm vị liều 
theo phương pháp đông đều hàm lượng.
Thuật ngữ đồng (lều đơn vị liều dũng đê chỉ mức độ đồng 
nhất vè lượng dược chất giữa các đơn vị liều. Vi vậy, nếu 
không có chi dẫn khác, phcp thừ này áp dụng cho từng 
dược chất cỏ mặt trong chế phẩm.
Phép thử cỏ thể thực hiện bẳng 1 trong 2 phương pháp: 
Phương pháp đồng đều hàm lượng và phương pháp ehênh 
lệch khối lượng.
Phương pháp đồng đều hàm lượng dựa trên cơ sờ định 
lượng hàm lượng dược chát của từng đ(Tn vị đè xác đmh 
mỗi hàm lượng riêng lẻ có nam trong giói hạn cho phép 
hay không. Phương pháp nàv có thổ được áp dụng trong 
mọi nường hợp.
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Phương pháp chênh lộch khối lượng được áp dụng trong 
các trường hợp sau:
Dung dịch ihuôc đóng liều dơn và dung dịch trong nang mềm 
Dạng thuốc rắn (bao gom bột, cốm, thuốc rắn vô khuẩn) 
dóng liều đơn chửa một dược chất mà không cỏ thêm bất 
kỳ được chất khác hay lủ dược.
Dạng thuốc rắn (bao gồm thuốc rắn vò khuẩn) đóng liều 
đơn, có hoặc không chứa thêm dược chất khác hay tá 
dược, được pha chế từ các dung dịch hòa tan hoàn toàn, 
đưọc đòng khô trone đồ dựng cấp 1 và trên nhàn có ghi 
phưcmtỉ pháp pha chế.
Dạng íhuôc nang cứng, viên nén không bao hoặc bao 
phim chứa từ 25 mg dược chát hoặc dược chất chiếm từ 
25 % khối lượng đơn vị (trườne họ-p nang cứng là khối 
hrợng thuốc trong nang) trờ lên, trường họp dược chất 
khác chừa trong chế phàm với hàm lượng thấp hơn thi đáp 
ứng yêu eau đồng đều hàm lượng.
Plurơng pháp dồng đều hàm lượng áp dụng đổi với tất cả 
các chế phàm đơn liêu khác không dáp ứng các điều kiện 
trẽn cua phương pháp chênh lệch khối lượng.

Plurong pháp đồng đều hảin lượng
Lấy không ít hơn 30 đơn vị, tiến hành theo hướng dẫn dưới 
đây cho từng dạng bào chế. Neu quy trinh tiến hành định 
lượng chế phẩm khác với phép thử đồng đều hàm lượng, 
có thể cần phải xác định hệ số hiệu chinh cho phương pháp 
đồng đều hàm lượng.

Dạng bào chế rắn: Tiến hành định lượng riêng rẽ 10 
đơn vị băng phương pháp thích họp. Tính giá trị clìâp 
nhận (Xem bảng 11.9.2).

Dạng bào chế lỏng: Tiến hành định lượng riêng rẽ 10 
đơn vị băng phương pháp thích hợp. Khi tiến hành định 
lượng, trộn dều chế phàm trong điều kiện binh thường. 
Biêu diên kêt quả tính theo đơn vị liêu. Tính giá trị châp 
nhận (Xem bảng 11.9.2).

Tỉnh giá trị chấp nhận:
Giá trị châp nhận (AV) được tinh theo công thức sau;

ỊiV/ • x ị +ks

Các ký hiệu trong công thức dược giải thích trong Bàng 11.9.2.

Phưoaig pháp chênh lệch khối lượng
Phương pháp chênh lệch khối lượng được áp dụng căn 
cử trcn già định dược chất dược phân tán đồng đều trong 
thuốc. Tien hành định lượng dược chat bàng phương pháp 
thích hợp trên một lượng mẫu nhất định, Ket quả thu được 
là hàm lượng phần trăm dược chất (Á) tính theo nhãn. Lấy 
không ít lum 30 đơn vị và tiến hành theo hướng dẫn dưới 
đây cho từng dạng bào chế.

Viên nén không bao hoặc bao phim : Lấy 10 viên, cân 
chính xác từng viên. Tính hàm lương phần trăm dược 
chất có trong từng vicn dựa vào kết quả định lượng và 
khối lượng viên. Tính giá trị chấp nhận.

S a n g  cứng: Cân chính xác 10 nang riêng biệt, đánh dấu 
đẻ nhận biêt time nang, lây toàn bộ thuôc trong nang ra 
bằng cách thích hợp. Cân chính xác từng vỏ nang rông, 
tính khối lượng thuốc trong mồi nang bàng cách lay 
khối lượng natig ban đâu trừ đi khối lượng vỏ nang rồng 
tương ứng. Tính hàm lượng phần trăm dược chat trone 
mỗi nang dựa vào kct quả định lưọng vả khối lượng 
thuốc trong nang. Tính giá trị châp nhận.

S a n g  mềm: Cân chính xác 10 nang riêng biệt, lành lặn, 
đánh dấu đổ nhận biết từng nang. Dùng dao hoặc kéo 
khô, sạch đê mờ nang, loại bỏ toàn bộ thuôc trong nang 
và làm sạch bane dung môi thích hợp. Đe vó nang bay 
hct dung môi ờ nhiệt độ phòng trong 30 min, chú ý tránh 
hiện tưựne hút âm hay bay hơi nước cùa vỏ nang. Cân 
time vỏ nane và tính khôi lượng thuôe trong nang. Tính 
hàm lượng phân trăm dược chât trong mòi nang dựa 
vảo kêĩ quà định lượng và khôi lượng thuốc trone nang. 
Tính giá trị châp nhận.

Bang Ị Ị.Ọ.Ị - Qui định điều kiện áp dụng phương pháp đồng đeu hàm lượng (CU) 
và chênh lệch khối lượng (MV) đối với các dạng bcào chế

Dang bào chế
1

Phân loại
Liều và tỷ lệ dirọc chất

> 25 ing và > 25 % 1 < 25 mg và
Viên nén ; Không bao MV CU

Bao Bao phim MV CU
Loại khác CU CƯ

Nang Cứng MV ị CU
1 Mem Hồn dịch, nhũ đỊch, gel CU CƯ

Dung dịch MV 1 MV
Chế phẩm dạng rắn đóng ị Một thành phan MV 1 MV
liều đom

ị Nhiều thành phần 1 Bột đông khô h'r dung dịch , MV 1 MV
Loại khác CU : CƯ

Dung dịch đóng liều đơn MV MV
Các dạng khác CU CƯ
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Bảng ỉ ỉ.9.2- Các yêu cầu để đánh giá kết quả

Ký hiệu Định nghĩa ị Các điều kiện
— Hàm lượng trung bình (.Ty,

X,,..., T„) biểu thị ra phần trăm 
hãm lượng trên nhãn

.Yy, x2.....xn Hàm hrựng phẩn trăm dược
chất theo nhãn của tìrnc đơn vị Ị 

n So đon vị thừ
k Hang sổ chấp nhận n = 10

n - 3 0
s Độ lệch chuân cùa mau

Giá trị

2,4
2,0

/ / - I

RSD Dộ lệch chuẩn tương đối 1005

Ã/(THI) 
Áp dụng với 

T< 101,5

Giá trị đối chiêu
98,5 % < X  <101,5% \ ỉ  = x

(ẠV — ks)

X  < 98.5 % ị
M --- 98,5%

(AV -  98,5 % - X  • ks)

X  > 101,5 %
M 101,5%, 

(AV= X - 101,5 %+ks
A/ (Tí 12) 

Ap dụng với 
T > 101,5

Giá trị đối chiếu
98,5 %< X  <T M - X

(AV-  ks)

X  < 98,5%
M -  98,5%

(AV = 98,5% - X  -Ị-kx)

X  > T M_ = T %
A V = { X  - T+ ks)

Giả trị chấp nhận - - Công thức tồng quát:
(AV)

\ I \\!-X \+ ks1 Cách tínli trong từng trường
1 hợp cụ thể nêu ờ trên

Lj Giá trị chấp nhận tối đa - L| -  15,0 nêu không có qui
định khác

l 2 Khoảng lệch tối đa được phép Giới hạn dưới, không dơn vị nào 1,7 “ 25,0 nếu không có qui
ị cho mồi đơn vị thừ so với giá có kết quà nhó hon 0,75M định khác

trị M 1 Giới hạn trên, không có đ(m vị
! nào có kết quả ](Vn hơn Ự25M

(tính dựa trên giá trị L2 “ 25,0)
ĩ Hàm lượng phần trăm dược chất 

theo nhăn mà mẫu thử phải đạt
- -

được vào thời diêm sản xuất. 
Nèu không có qui định trong
chuyên luận riêng T -  100 %.



Dạng hào che ran không phải viên nén hay nang cúng: 
Tiến hành như với nang cứng. Tính giá trị chấp nhận.

Dạng bào chế ỉỏng: Lây i 0 đơn vị, cân chính xác từng 
lượng thuôc lỏng lay từ moi đơn vị trong điều kiện bình 
thường. Nêu cân, tính thô tích lương đương sau khi đã 
xác định được tý trọng. Tính hàm lượng phân trăm dược 
chất trong mỗi đơn vị dựa vào kểl quả định lượng và 
lượng thuôc của từng đơn vị. Tính giá trị châp nhận.

Tỉnh giá tri chấp nhân
Tinh giả trị chấp nhận (AV) như đối với phương pháp đỏng 
đêu hàm lượng, thay các giá trị hàm lượng cùa từng dơn 
vị hăng giá trị hàm lượng tính theo công thức dưới đây: 
X ị , x 2, ..., x „  là hàm hrợng dược chất của từng đon vị thử 
Trong đó:

AX = \v
' ' w

u‘/> uy,..., vc„là khối lượng của tìm2 đơn vị thừ.
A là hàm lượng phẩn trăm dược chất tỉnh theo nhãn, xác 
định bang phương pháp thích họp (phần định lượng). 
w  là khối lượng trung bình của các đơn vị thừ dùng trong 
phần định lượng.

Đánh giá kết quả
Nếu không có chi dẫn khác, áp dụng các yêu cầu sau đổ 
đánh giá kết quả.

Đoi với dạng thuốc rắn và lỏng: Chế phâtn đạt yêu cầu 
phép thử đồng đều đơn vị liêu nêu giá trị chấp nhận tính 
tròn 10 đơn vị đầu ticn nhỏ hơn hoặc bằng L) %. Neu 
giá trị chấp nhận lớn hơn L ị  % thư tiêp 20 đơn vị khác 
và tính giá trị chấp nhận của cà 30 đơn vị. Chế phẩm 
dạt yêu cầu neu giá trị chấp nhận nhỏ hơn hoặc băng 
L, % và không có đơn vị nào có hàm lượng nhò hơn 
(1 L2 x 0,0\ )M  hay lớn hơn (1 + L2 x 0,0 \ )M. Nếu 
không có quy định khác L ị -  15 và Li  = 25.

11.10 PHÉP THỬ Đ ộ GIẢI PHÓNG DƯỢC CHÁT 
CỦATHƯÓC DÁN THẤM QUA DA

Phép thừ này được dùng đổ xác định mức độ hòa tan các 
thành phần dược chất của dạng thuốc dán thấm qua da.

Phương pháp dùng thiết bị có đĩa lưới inox

Thiết bị: Dùng thiết bị thử độ hòa tan kiểu cánh khuấy 
như mô tả trong chuyên luận Phép thử độ hòa tan cùa 
dạng thuốc rủn phân liêu (Phụ lục 11.4) có bô sung 
thêm một bộ phận dĩa Urói inox hình tròn với lo mắt lưói
125 pm (Hình 11.9.1).
Bộ phận đĩa lưới inox giữ mầu thử ở đáy của bình hòa tan 
và được thiết kố sao cho giâm thiểu thể tích chết giừa đĩa 
lưới inox và đáy bỉnh. Bộ phận này cũng giữ cho miếng 
dán thử được căng phang, có mặt giãi phóng thuốc ngửa
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lên trẽn và S0112 song với đáv cánh khuấv. Phái luôn duy trì 
khoáng cách (25 T 2) 111111 giữa dáy cánh khuấy và bề mặt 
đĩa lưới inox trong quá trình thử (Hình 11.9.2).
Nhiệt độ được giữ ổn định ớ (32 ± 0,5) °c. Bỉnh hòa tan 
có thẻ được dậv năp dê hạn chê bay hơi dung môi trong 
thời gian thừ.

Lưới thép không gì 
với lổ mắt lưới 125 Jim

\
V J  Ị 3 , 3 m m

DƯỢC ĐI ỉ \  VIỆT NAM V

Hình ỈLỈ0. Ỉ  - Bộ phận đĩa lưới inox 

Cách tiến hành
Cho một thể tích môi trường hòa tan như chi dần vào bình 
hòa tan và làm ổn nhiệt môi trường ở nhiệt độ quy định. 
Đặt miếne thuốc dán cần thừ lên đĩa lưới inox, giữ sao cho 
bề mật giải phóng thuôc càng phang cảng tốt. Miếng thuốc 
dán có thể gắn vào đĩa inox bằng keo dinh hoặc bàng một 
dài băng dính hai mặt. Keo dính hoặc băng dính đều phải 
được thừ trước chứng tỏ không gây trở neại cho phép định 
lượng và không hấp phụ hoạt chất thuốc. Ẩn nhẹ miếng 
thuốc dán có bè mặt giải phóng thuổc ngửa lên trên lên mặt 
của đìa lưới inox đã có chất dính. Miếng dán thử chỉ nằm 
trên phần lưới inox, không được phủ trùm lên vành đĩa. 
Dỗ làm được điều này. khi che phẩm thuốc đồng nhất và 
được trải đều lên cốt cùa thuốc dán, có thể đo chính xác và 
cắt lấy những mảnh thuốc dán có kích thước thích họp để 
ihừ. Đặt hộ phận đĩa ínox đã cấn mieng thuốc dán thử nàm 
ngang trên đáy bình hòa tan sao cho mặt giải phóng dược

4,5 mm
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chất ngửa lên trên. Cho vận hành ngay cánh khuấy quay 
ờ tốc độ quy định, chẳng hạn 100 r/min. Sau từng khoảng 
thời gian được định trước, rút mẫu thừ ờ vùng giữa của bề 
mặt môi trường hòa tan và mặt trên của cánh khuấy, và ờ 
chỗ cách thành bình không dưới 1 cm.
'1'iến hành dịnh lượng mỗi mầu dung dịch thử theo phương 
pháp được chỉ dẫn ờ chuyên luận riêng, hiệu chình sự giảm 
thể tích môi tarờng hòa tan nếu thấy cần thiết. Lặp ỉại phép 
thừ với những miếng dán khác.

Dược ĐIÊN VIỆT NAM V

Hình 1Ỉ.Ỉ0.2 - Cánh khuấy vả đĩa lưới inox 

Đảnh giá kế í quả
Mầu thử đạt yêu càu thử độ hòa tan néu lượng dược chất 
giải phỏng từ miếng thuổc dán thừ, biểu thị bằng khối 
lượng tính trên 1 đơn vị diện tích bề mặt trong 1 đơn vị 
thời gian (ví dụ: ịig/em2/h), phải nằm trong giới hạn quy 
định ờ từng thời điểm lấy mẫu xác định.

Phương pháp dùng thiết bị ống trụ quay

Thiết bị
Dùng thiết bị thừ độ hòa tan kiểu cánh khuấy như mô tà 
trong chuycn luận Phép thử độ hòa tan của các dạng thuốc 
răn phân liêu (Phụ lục 11.4), thay thế trục và cánh khuấy 
bắng một bộ phận khuấy hình ông trụ (Hình 11.9.3).
Mẫu thuốc dán dem thử được dính lên trên ống trụ khi bắt 
đàu môi phép thư. Khoảng cách giữa đáy bình hòa tan và 
ông trụ được duv trì ờ (25 ± 2) mm trong suốt quá trình 
thừ. Nhiệt độ được giữ ôn định ở (32 ± 0,5) °c. Bình hòa 
tan có the được dậy nắp đe hạn chế bay hơi dung môi trong 
thời si an thừ.

Cách tiến hành
Cho một thể tích môi trường hòa tan như chi dẫn vào bình 
hòa tan và làm ổn nhiệt ờ nhiệt độ quy định. Bỏ lóp bảo vệ 
miếng thuốc dán đem thừ. Đật mặt dính của miếng thuoe 
dán lên một màng có lỗ bàng vật liệu trơ thích họp, màng 
này có kích thước lớn hơn miếng dán ít nhất 1 cm mỗi 
cạnh. Đặt màng mòng cỏ miếng thuốc dán thừ lên trôn một 
bề mặt sạch, để cho màng mòng tiếp xúc với bề mặt này. 
Tiếp theo, tiến hành dán mẫu thử lẽn ống trụ bang một 
trong hai cách sau đày:
Dùng một chất keo dính thích hợp bôi lên bờ cạnh của 
màng mỏng và nếu cần thiết bôi lên cà mặt sau của miếng 
thuốc dán thử.
Dùng một băng dính hai mặt dính vào thành ngoài của 
ông trụ.
Ép nhẹ mặt không có chất dính của miếng thuốc đán lén 
ỏng trụ sao cho bề mặt giải phóng thuốc tiếp xúc với môi 
trường hòa tan và trục dọc cùa dai thuốc dán bao vòng 
quanh ống trụ.
Keo dính hay băng dính đem dùng đêu phài được thử tnrớc 
chứng tò là không gây trở ngại cho phcp định lượng và 
không hấp phụ dược chất.
Đặt ống trụ vào thiết bị thử độ hòa tan rồi cho vận hành ngay 
ống trụ quay ờ tốc độ quy định, chẳng hạn ở 100 rứnin.
Sau từng khoảng thời gian được định trước, rút mẫu thừ ở 
vùng giữa của bề mặt môi trường hòa tan và mặt trên của 
ống trụ quay, và ở chỗ cách thành bình không dưới 1 cm. 
Tiến hành định lượng mỗi mẫu dung dịch như chỉ dẫn 
trong chuyên luận riêng, hiệu chinh sự giảm thể tích môi 
trường hòa tan nếu thấy càn thiết. Lặp lại phép thử với 
những miếng thuốc dán khác.

Đánh giá kết quả
Như Phương pháp dùng thiết bị có đĩa lưới inox.
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