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LOI NOI PAU

Thuyc hién Nghi dinh 43/2000/ND-CP ngay 30/8/2000 cua Chinh phu quy
dinh chi tiét va huéng din trién khai Luat Gido duc, B6 Gido duc & Dao tao va
Bo Y t€ da phé duyét, ban hanh chuong trinh khung cho dao tao Dugc sy dai
hoc. B6 Y t&€ t6 chtic thdm dinh sach va tai liéu day — hoc cac mén cd sé va
chuyén mén theo chuong trinh méi nham ting buée xay dung bd sach chuan
trong cong tac dao tao dudc si dai hoc cia Nganh Y té.

Kiém nghiém 1a4 mét khau quan trong trong hé théng quan ly chat ludng
toan dién cta dudc phdm. N6 c6 mit trong cac céng doan san xudt (kiém
nghiém nguyén liéu, ban thanh phdm va kiém nghiém san phdm cudi cung),
trong ton trii, luu théong va st dung thudc. Cac ky thuat dude st dung trong
kiém nghiém r4t phong phd va da dang thudc cac linh vuc vat 1y, hoa hoc va
sinh hoc. Chinh vi vay cac kién thiic co ban cua 3 b moén nay - dic biét 1a cac
mon hoc chuyén nganh nhu hoa phan tich, hoa ly, vi sinh - thuc sy 14 ¢o s cho
moén hoc kiém nghiém duge phdm can phai duge nghién ctu trude. Tuy nhién,
viéc lya chon mot k§ thuat nao d6 cho danh gia chat lugng mot nguyén liéu
hoidc ché phdm thudc khong chi phu thubc vao dic diém caa k§ thuat phan
tich ma con phu thudc vao dic diém cta déi tugng phén tich 14 dude phdm, cho
nén cac kién thic vé hoa dude, duge liéu, bao ché 1a rat can thiét cho kiém
nghiém dugc pham.

Trong thuc hanh kiém nghiém dudc phdm ngudi ta st dung hau hét céc
ky thuat phéan tich, cac phép do vat Iy nhu do diém chay, diém s6i, chi s§ khic
xa, ap suft thdm th4u,... cing 14 nhiing k§ thuat thuong giap. Tuy nhién, trong
gido trinh vat ly nam th nhat, cic ndi dung nay da dugce trinh bay chi tiét ca
1y thuyét va thuc hanh. Vi vay cac noéi dung trén khong dua vao chuong trinh
Kiém nghiém dugc phdm. Cac phuong phap héa hoc va héa ly dude st dung
rét phd bién: tit loai thuc hanh don gian nhu chuén d6 thé tich, so mau, dén
nhiing loai doi héi cac thiét bi hién dai nhu séc k¥, quang phd, khéi pho ...
Nhung véi thoi lugng 14 2 don vi hoc trinh 1y thuyét cho sinh vién nidm thi 4
nén muc tiéu mén hoc duge han ché 6 2 van deé:

1. Giai thich duoc nguyén ly ctia mot s6 phuong phdp hod hoc, hod ly va
vi sinh thuong dung trong kiém nghiém.
2. Trinh bay duoc hé théng dam bao chdt luong thuéc va vi tri cia cong
tdc kiém nghiém trong hé thong nay.
Cuén sach nay dudc chia lam 6 chuong. Sau chuong 1 gidi thiéu so luge vé
hé théng dam bao chat lugng thuéc va vai tro cua kiém nghiém, trong 3 chuong
tiép theo trinh bay 3 nhém phuong phap hoa hoc, hoa 1y va sinh hoc. Co s6 1y
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thuyét cia cac phuong phap kiém nghiém nay da duge nghién cdu trong cac
mén co sé nhu: phan tich, hoa 1y, vi sinh. O day chu yéu gidi thiéu nguyén téc
tng dung cta ching nhu: hiéu chuén thiét bi, kj thuat xac dinh nong do, giam
thiéu sai s6... trong kiém nghiém. Do han ché ctia thoi lugng moén hoc nén chi dé
cap dén mot s6” phuong phdp thuong diung nhu: chuidn do méi trudng khan,
quang phé phéan ti, HPLC. Chuong 5 trinh bay so luge ndéi dung kiém nghiém
cac dang bao ché: thudc vién, thudc tiém, thudc dung ngoai ...

Nham muc dich cung c&p cho sinh vién mdt s6 kién thiic cd ban vé tinh
bén viing ctia thudc, 1am co sd gidi thich nhiing bat thuong c6 thé gip trong
qué trinh kiém nghiém danh gia chat lugng, ching toi gidi thiéu thém rat so
luge chuong cudi cing: d6 6n dinh va tudi tho ctia thudc.

Két qud phan tich danh gia chat lugng 14 sdn phdm cta thuc hanh Kiém
nghiém dugc pham. Vi vy san pham nay ciing nhu bao loai san phdm khéc luu
hanh trong xa hdi phai c6 chat luong thoa man nhu cdu nguoi tiéu ding. Dé
dam bao chat lugng ciia két qua, can thuc hién nhiéu bién phap dong bo. D6 1a:

—  Trang thiét bi phong thi nghiém,

— Ky nang ctua kiém nghiém vién,

—  Qui trinh k§ thuat kiém nghiém.

Thuc hanh t6t phong thi nghiém (GLP) 1a co s& dé thuc hién cac bién
phap néu trén. Nhiing ndi dung nay sé dugc giéi thiéu trong chuong trinh cao
hoc thudc chuyén nganh Kiém nghiém dude phdm va doc chat.

Vé cach ti€p can ndi dung, trong cuén sach khong nhic lai qui trinh ky
thuat da c6 trong Dudc dién ma cung cdp nhiing kién thic cin thiét dé sinh
vién c6 thé gidi thich dugc qui trinh d6 va thuc hanh kiém nghiém cho két qua
tin cay.

Sach Kiém nghiém dudc phdm duge cac giang vién Bé6 mén Hoa Phén tich —
Trudng Pai hoc Duge Ha Noi bién soan. Sach da duge Hoi dong chuyén mén tham
dinh sach giao khoa va tai liéu day — hoc chuyén nganh Dudc ciia B6 Y t& tham
dinh va dugc Bd Y t&€ ban hanh lam tai liéu day — hoc chinh thtic cia Nganh Y té&
trong giai doan hién nay.

Vu Khoa hoc va Dao tao xin chin thanh cam on cac giang vién B mén Hoa
Phan tich — Truong Dai hoc Duge tham gia bién soan cudn sach nay. Vi la 1an dau
xudt ban nén chic chin con nhiéu thiéu sét, ching t6i mong nhan duge ¥ kién
déng gép ciia ddng nghiép va sinh vién dé cudn sach ngay cang hoan thién hon.

VU KHOA HOC VA PAO TAO
BOYTE
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Chuong 1
DAI CUONG

MUC TIEU HOC TAP
1. Trinh bay duoc hé théng dam bdo chdt luong thuéce va vi tri cia cong
tdc kiém nghiém trong hé thong nay.

2. Trinh bay duoc cdc nhiém vu chil yéu ctia cong tdc kiém nghiém.

1.1. CHAT LUONG THUOC VA DAM BAO CHAT LUONG
1.1.1. Thudc va yéu cau chat lugng
e Khdi niém vé thuéc:

Theo T6 chiic y t& thé gidi, thudc 1a mot chat hay mot hén hop cac chat
duge san xudt dem ban, cung cdp dé ban hay giéi thiéu st dung nhdm muc
dich: Diéu tri, lam giam, phong hay chdn doan bénh tat, tinh trang co thé bat
thuong hoéc triéu chiing bénh; khéi phuc, hiéu chinh, thay déi chtc nang hiu
cd cua co thé ngudi (hay dong vat - thude thi y).

Van dung vao Viét Nam, trong "Diéu 1é thuéc phong bénh, chiia bénh" ban
hanh 24/1/1991 qui dinh: Thudc 14 nhitng san phdm c6 ngudn goc tir dong vat,
thuc vat, khoang vat, hay sinh hoc duge san xuét dé dung cho ngudi nhim:

— Phong bénh, chiia bénh

— Phuc héi, diéu chinh chiic nang co thé

— Lam giam triéu chtng bénh

— Chén doan bénh

— Phuc hoi hoéc nang cao stic khoé

— Lam mAat cam giac mot bd phan hay toan than
— Lam anh hudng qua trinh sinh san

— Lam thay d6i hinh dang co thé.

Vat liéu dung trong khoa réng, bong biang, chi khau y té,... cling dudgc
coi la thudc.

Thudc luu hanh trén thi trudng da phan 1a cac tan duge va thuéc y hoc
c6 truyén (Ia cac thudc duge san xuit theo phuong phap y hoc ¢ truyén).
Trong d6 c6 nhiéu thudc duéi dang biét dude (biét dugde 1a nhiing thuéc mang
tén riéng con goi 1a tén thuong mai riéng ctia mot cd s6 san xudt hay mot



hang san xuit lan dau dit cho né va da dudc phép dua ra thi truong dang
dugc bao hé quyén sé hitu cong nghiép).
o Chdt luong thudc va yéu cau chdt luong:

Chét lugng cia mét thude 1a tong hop cac tinh chit dic trung caa thuée
d6 (thi du; c6 chiia ding cac thanh phan theo ty 1& qui dinh, c6 d6 tinh khiét
theo yéu ciu, déng géi c6 nhan qui dinh...) dugc thé hién ¢ mot miic d6 phu
hgp v6i nhiing yéu cau k¥ thuat da dinh truée tuy theo diéu kién xac dinh vé
kinh t€&, ky thuat, xa hoi... nhim dam bao cho thudc d6 dat cac muc tiéu sau:

— (o6 hiéu luc phong bénh va chiia bénh

— Khong c6 hoac it ¢6 tac dung ¢6 hai

On dinh vé chat lugng trong thoi han da xac dinh
— Tién dung va dé bao quan.

Thudc 14 san pham hang hoa dic biét, ¢6 quan hé truc tiép dén stic khoé
cong dong, dén chat lugng va hiéu qua cta viéc phong bénh, chita bénh. Vi thé
thuéc phai duge bao dam chat lugng trong toan bo qui trinh san xuat tu
nguyén liéu cho dén 1a thanh pham, trong qua trinh bao quan, luu thong phan
phéi dén ngudi st dung.

Muc tiéu ctia ddm bao chit lugng trén chi dudc coi 1a dat khi nao thudc
dap tng dudc cac yéu cau co ban sau:

— Thuéc c6 chiia ding cac thanh phan theo ty 1& qui dinh ctia cong thiic
da duge dang ky va duge cAp phép (dinh tinh, dinh lugng).

— Thuéc dugde phép san xuat va san xuat theo diung cac qui trinh da ding
ky va dudc phép.

— C6 @6 tinh khiét dat yéu ciu qui dinh.

— Thubdc dude déng goéi trong cac do6 dung va d6 bao géi véi nhan thich
hgp va ding qui cach da dang ky.

— Thudc duge bao quan, phan phdi, quan 1y theo qui dinh dé chat lugng
ctia thudc duge duy tri trong sudt tudi tho da diang ky hay thdi han
bao hanh.

Dé dat cac muc tiéu trén, cAn phai c6 nhiéu yéu té, trong d6 3 yéu td co
ban phai c6 la:
—  Thuyc hanh tét san xudt thuée (GMP)
— Thuc hanh t6t phong kiém nghiém thudc (GLP)
— Thuyc hanh tét bao quan thudc (GSP)

1.1.1.1. Thuc hanh tét san xuét thuéc (Good Manufacture Practice)

Bao gém nhiing qui dinh chit ché va chi tiét v& moi mét ctia qua trinh san
xuét nhu: T4 chiic, nhan sy, co sé va tién nghi, may méc, trang thiét bi, kiém
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tra nguyén phu liéu, bao bi, d6ng géi, kiém tra ban thanh phdm, thanh phim
cudi cung,... nham dé san xuét ra dudc thudc theo du kién va dat tiéu chuédn k§y
thuat da dat ra. Mudn vay, phai thuc hién dude cac yéu ciu co ban sau:

T4t ca cic quy trinh san xudt phai dude qui dinh rd rang va chic chin
c6 kha néng dat muc dich dé ra.

Cac can bo, nhan vién phai duge dao tao dat yéu cau; co s6 va dién tich
phu hop, cac trang thiét bi va phuong tién phuc vu, nguyén liéu, phu
liéu, bao bi, déng goéi, nhan, ... ding quy cach va theo yéu cau da dé ra.

Trong sudt qué trinh san xudt phai c¢6 su kiém tra, theo doi, ghi chép
day du dé ching minh ring tit ca cac giai doan cta qui trinh san xuét
déu dugc thuc hién nghiém chinh, c6 chit lugng va s6 lugng san pham
phu hgp v6i qui dinh.

C6 cac ho so san xudt va phan phoi dé dé dang xem xét lich st ctia mot
16 thudc nao dé.

C6 mét hé théng td chiic can thiét dé khi cAn c6 thé thu hdi bat ky 16
thudc nao da c4p phat hodc ban ra.

1.1.1.2. Thuc hanh tét phong kiém nghiém thuéc (Good Laboratory Practice)

Bao gém nhiing quy dinh chit ché va chi tiét cac yéu t6 tham gia vao qua

trinh kiém tra ch4t lugng thudc, nhdm dam bao két qua c6 d6 chinh xac, diung,
khach quan.

DPé thuc hanh t6t qua trinh kiém tra chét lugng thudc, cAn phai dap tng

cac yéu ciu co ban sau day:

Can bd dude dao tao chu dao, dudge t6 chiic tot, ¢6 trinh d6 cao, cé ¥ thic
trach nhiém.

Co s6 vat chat, trang thiét bi t6t, dap ting yéu cau ky thuat.
Ho4 chat, thuée thi, chat chuin tét.

Diéu kién vé sinh t6t

Lay mau, luu mau tét

Két qua tht nghiém tét, ghi chép xt 1y s6 liéu tot.

H6 s6 luu tri tot....

Vén dé nay sé dudgc dé cap ki hon & phan nghiép vu ctia cong tac kiém nghiém.

1.1.1.3. Thuc hanh tét bao quan thuéc (Good storage practice)

Bao gom nhiing quy dinh chat ché va nghiém ngit cho viéc ton trit, diéu

kién bao quan, xudt nhap nguyén phu liéu, bao bi, ché phdm, nhin thudc...
T4t ca nham giam sat kiém tra chat ché dé thudc dadm bao chit lugng dén
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ngudi st dung. Muon thuc hanh ton trit thudc t6t can luu y lam t6t cac yéu
ciu sau:

— Céan bo phai duge dao tao phu hgp, c6 trach nhiém

— Nha ctia va phuong tién bao quan tét

— Diéu kién vé sinh tot

— Thyc hién tét qui trinh bao quan: nguyén liéu, ban san phim, san
pham, bao bi, dong goi...

—  Quy trinh bao quan, van chuyén phai dugdc tuan tha nghiém chinh.

1.1.2. Kiém tra chat lugng thudc (Drug quality control)
1.1.2.1. Khai niém

Kiém tra chat luong thudc hay kiém nghiém thudc 1a viéc st dung cac
phuong phap phéan tich: 1y hoc, hoa hoc, hoa 1y, sinh vat, vi sinh vat,... da qui
dinh dé xac nhan mot thudc hay mét nguyén liéu lam thuéc c6 dat hay khong
dat tiéu chuén qui dinh. N6éi mét cach cu thé 1a kiém tra chét lugng thudc
nham tra 16i cac cau hdi:

— DAy c6 phai la thudc can kiém tra khong?
— C6 dam bao hoat luc hay ham lugng da ding ky va dude duyét ?
— C6 dat do tinh khiét theo yéu cau hay khong?
— C6 bi phan huy hay bién chat hay khéng?
— Db bao géi, nhan c6 dung qui cach khong?
Nhu vay, muc tiéu cd ban cta cong téc kiém tra chét lugng thudc la:

—  Dé ngudi st dung dung dude thude dam bao chit lugng, dat hiéu qua st
dung cao.

— Phat hién thudc khong dat tiéu chuéin, thudc gia, thudc kém phim
chdt ... dé xu 1y va khong cho phép luu hanh trén thi trudng.

Trong nganh y té da quy dinh: T4t cd cac thuéc va nguyén liéu lam
thuéc déu phai duge kiém nghiém va xac dinh chit lugng, néu dat tiéu chuén
qui dinh méi duge dua vao st dung. Béi vay thudc phai duge kiém tra chat
lugng mot cach nghiém ngit, chit ché, bao dam cho thuéc dat chat lugng
trong moi hoat dong san xuéat, luu théng phan phdi, xuat nhap khau, quan ly
va st dung thuédc.

1.1.2.2. Cdc yéu té anh huong dén chét luong thudc
C6 nhiéu yéu td, trong d6 co thé la:
— Nhiing rai ro hoic nham lan trong san xuit, do khong chap hanh

nhiing qui dinh cuia GMP.
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— Nhiing san phdm do v6 tinh hay c¢d § trong san xudt dé tao ra san
phadm c6 ham lugng thap hon qui dinh.

— Do lua chon cong thiic bao ché ciing nhu ky thuat bao ché chua ding
nén thudc bi phan huy bién chat.

— Qua trinh bao quan chua tét.
— Do ldi ich ca nhan bAt chinh lam hang gia dé lwa ngudi tiéu dung giy

ra tac hai nghiém trong...

1.1.2.3. Khadi niém vé thuéc dat va khéng dat tiéu chuén, thuéc gia mao, thuéc
kém pham chat
e Thuée dat tiéu chudn (thude bdo dim chdt luong):

La thudc dap tng day du cac yéu cau ky thuat tiéu chuin da dé ra (hay
thuéc dap tng day du cac mtc chdt lugng trong tiéu chuin chat lugng da
dang ky).

o Thudc khong dat tiéu chudn:

La thuéc khong dap tng diy du cac yéu cau ky thuat tiéu chuén da dé
ra. Mic d6 khong dat c6 thé 1a mét hay mét sé chi tiéu. Thude khong dat tiéu
chuén thudc loai thudc kém chét lugng.

e Thudbc gid:

Theo qui dinh ctia T6 chtic y t& thé gidi, thudc gia 1a ché pham duge san
xuét khong ding véi nhan & khia canh nhan dang hay nguén goc thudc, véi su
c6 ¥ va mang tinh chat lita ddo ctiia nha san xuat. San xuit sai thanh phan
cong thiic da dang ky, khong c¢6 hay khong da ham lugng hoat chat, hoic duge
déng goi trong cac bao bi gid mao. Nhu vay, c6 thé néi thude gia 1a nhiing san
xuit thudc clia ngudi san xudt mang y do ltia ddo, gian 1lan c6 thé dua vao mot
s6 biéu hién dé phat hién:

—  Thudc khong c6 hoic c6 it duge chat
— Thudc c6 chtia duge chat khéic véi tén duge chat ghi trén nhan

— Nhan, bao géi gidng hay gan giong véi nhan, bao géi ctia mét thude khac...

o Thuéc kém phdm chdt:

La thu6c khong dat tiéu chuén k¥ thuat ma truéec d6 né da dat. Mic do
khong dat tiéu chudn c6é nhiéu hinh thai khac nhau. T4t ca cac nguyén nhan
gdy ra c6 thé xac minh dudc bing cac phuong phap khoa hoc, k§ thuat cho
phép. Cac nguyén nhan d6 c¢6 thé la:

— Do k¥ thuat san xuat, bao quan khong ding, do d6 thuéc ty bién chat.

— Do d6 bao géi khong dat tiéu chuén, nén da dua tap chét vao thudc.
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Do tudi tho (han dung) da hét
Do nguyén phu lidu khong dat tiéu chudn

Do tac dong ctia moéi trudng: nhiét d6, anh sang, do am...

1.1.3. Hé théng té chirc quan ly, kiém tra chat lugng thuéc

Nha nudc giao cho B6 Y té chiu trdch nhiém quan ly toan dién chdt luong

thuéde. Vi vdy, hé thong té chite, qudn ly, kiém tra chdt luong thude cia nghanh
y t&’ dudc chia lam 3 phan: Hé thong qudn ly chdt luong thude; Hé thong kiém
tra chdt luong thuodc; Hé théng thanh tra Duoc.

1.1.3.1. Hé théng quan ly chat luong thudc

e Cuc quan ly Duoc Viét Nam:

La co quan dugc Bo Y t& uy quyén thuc hién cac nhiém vu trong linh vuc

quan ly nha nuéc vé chat lugng thudc:

Xay dung quy hoach, k& hoach vé quan ly chét lugng thuéc va té chic
ké& hoach da dugc phé duyét.

Xay dung cac van ban phap quy vé tiéu chuén va chit lugng thudc dé
B6 ban hanh, huéng din kiém tra viéc thuc hién cic van ban trén.

Quan ly viéc dang ky tiéu chuén cd s6. Cung cdp thong tin khoa hoc ky
thuat lién quan dén dam bao chat lugng thudc.

Chi dao, gidm sat hé thong kiém tra chit lugng thudc trén toan quéc.

Kiém tra va cdp gidy chiing nhan; cd s san xuit dat tiéu chudn “Thuc
hanh t6t sdn xuat thudc” va phong kiém nghiém dat tiéu chuin “Thuc
hanh t6t kiém nghiém thudc”.

T6 chiic huéng dan nghiép vu cho can bo quan 1y chat lugng thude cua
nganh y t&, t6 chitic ddo tao va bbi dudng nghiép vu vé tiéu chuén - do
luong - chat lugng thudc.

Phéi hop véi thanh tra Bo Y t& thuc hién chiic ning kiém tra, thanh tra
nha nudc vé chit lugng thude va xt 1y vi pham phap luat vé chat luong
thudc theo thdm quyén.

e Co quan quan ly nha nudc vé chdt luong thuée ¢ dia phuong:

Sé Y té& chi dao quan 1y toan dién vé chat luong cta thudc & dia phuong

(thuong uy quyén cho phong nghiép vu Dugc) c6 nhiém vu:
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1.1.3.2. Hé théng kiém tra chét luong thuéc
e Co quan kiém tra chdt luong thuéc cia nha nude vé thuée

— O Trung uong 1a Vién Kiém nghiém thudc Quéc gia (3 Ha Noi) va Phan
vién Kiém nghiém (6 TP. H5 Chi Minh).

Giup Bo Y t€ quan 1y chi dao céng tac kiém tra chat lugng thuéc trong
toan quéc vé mit ky thuat. C6 nhiém vu:

+ Nghién ctiu xay dung tiéu chudn Viét Nam vé thuéc.
+ Kiém tra xac dinh chét lugng thudc luu hanh trén thi trudng.

+ Thém tra k¥ thuat, gidp Bo xét duyét cac tiéu chudn kiém nghiém dé
xét cap dang ky san xuat va luu hanh thudéce 6 Viét Nam.

+ Phat hanh cac chit chudn va chit d6i chiéu dung trong kiém nghiém.

+ Lam trong tai vé chat lugng khi c6 tranh chdp khiéu nai vé chat
lugng thudc.

Tham gia dao tao can bd 1am céng tac kiém nghiém .
+ Tu van vé chinh sach ch4t lugng thude quéc gia.

XAy dung tiéu chudn phong kiém nghiém thudc dat tiéu chuin va giap
5, kiém tra céng nhan cac phong kiém nghiém thudc trong ca nudc.

R LN R A A A A . N A
+ Kiém tra viéc kiem nghiém thudc theo tiéu chuan trong pham vi toan quoc.

— O tinh, thanh phd truc thudc Trung uong 1a Trung tdm kiém nghiém
dugc phdm, m§ pham.

La c6 quan truc thudc Sé y t&, c6 nhiém vu nhu Vién Kiém nghiém nhung
gi6i han trong pham vi tinh, thanh phd.

e Hé¢ théng tu kiém tra chit luong & cdc co sé (phong kiém nghiém):

Cong tac kiém tra chit lugng thudc duge thuc hién ¢ tdt ca cac co s6 cb
lién quan t6i thudce. Tuy theo qui mé ctia co sé san xuét (xi nghiép, cong ty
trung uong hoidc dia phuong, cidc co sé nhd...), kinh doanh (cong ty, clia
hang...) bénh vién (trung uong, dia phuong) ma lap phong kiém nghiém hay t6
kiém nghiém dé tu kiém tra chat lugng thuéc.Véi cac co sé san xuét, bt bude
phai c¢6 bo phan tu kiém tra chit lugng. Bé phan nay phai c6 kha nang kiém
nghiém xac dinh chét lugng thudc duge san xuat 6 cd sé minh theo tiéu chudn
da duyét. Phai kiém nghiém, theo ddi dudc chét lugng cliia thudc trong sudt
qua trinh san xuét ti nguyén liéu, ban thanh phidm, thanh phdm. Phai lap ho
so theo d&i tiing 16 san pham. Co sd san xuét phai chiu trach nhiém vé thudc
do co s6 san xudt ra.

Cac cd sG bao quan, phan phéi thude phai c¢6 bé phan tu kiém nghiém (véi
cac cong ty 16n) hodc kiém tra, kiém soat de qyén ly, danh gia chat lugng
thudc, theo doi chat lugng trong qua trinh bao quan, cung cap ho so chat lugng
cho don vi st dung thudc.
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Cac bénh vién, tuy theo quy md 16n, nhd ciing phai c6 bd phan kiém
nghiém céac thuéc tu pha ché, kiém tra, kiém soat chat lugng thudc trudc khi
phan phéi dén ngudi st dung.

1.1.3.3. Hé théng thanh tra duoc

Cung cac co quan quan ly nha nudc vé chat lugng thudc, thuc hién chiic
nang kiém tra, thanh tra nha nuéc vé chat lugng thude duge té chuc tir trung
uong dén dia phuong.

1.2. CONG TAC TIEU CHUAN HOA
1.2.1. Khai niém
1.2.1.1. Mgt s6 dinh nghia

Tiéu chudn hoa l1a mot linh vuc hoat dong bao gom hai ndi dung: Xay
dung ra cac tiéu chudn va ap dung cac tiéu chuin d6 trong thuc t&€ nham dua
cac hoat dong cua xa hoi (dic biét trong linh vuc san xuit va kinh doanh) di
vao né nép dé dat duge hiéu qua chung c6 1gi nh4t cho moi ngudi va cho xa héi.

Tiéu chudn la nhiing qui dinh théng nhit va hgp 1y duge trinh bay duéi
dang mot van ban hodc mot thé thic nhit dinh do mot co quan cé6 thadm
quyén ban hanh dé bét budc ap dung cho nhiing noi cé lién quan. N6i mot
cach khac tiéu chudn 12 mét vin ban mang tinh phap ché trong d6 dé ra
nhiing qui dinh thong nhét va hop 1y bat budc 4p dung nhim dam bao chat
lugng cho mot san phidm nao dé.

Cha't lugng san pham 1a mot tap hop cac chi tiéu dic trung thé hién tinh
niang st dung nham thoa méan yéu cAu da dugc xac dinh truéc cho mot san
pham trong nhiing diéu kién xac dinh phu hgp hoan canh kinh t&, khoa hoc k¥
thuat, xa hoi.

Déi véi thudc, tiéu chuén 1a moét van ban khoa hoc ky thuat mang tinh
phap ché trong d6 qui dinh: qui cach, chi tiéu yéu ciu k§ thuat, phuong phap
thii, déng goéi, ghi nhan, bao quan va cac van dé khac lién quan dén viéc danh
gia chét lugng cua mét thude. DAy 1a co sé dé cac cac cd quan kiém nghiém
(hodc ngudi kiém nghiém) tién hanh thuc nghiém, danh gia két qua, cong bd
két qua (bdng phidu kiém nghiém) danh gia chat lugng thuéc 1a dat hay khong
dat va c6 dudc phép luu hanh (hoic st dung) hay khong.

Vé mit lich st, cong tac tiéu chuéin hoa gin lién véi lich st san xuét cta
loai ngudi, cia cic phuong thiic san xuit cia tiing ché do xa hoi khac nhau.
Nhiing hinh thtc so khai caa tiéu chudn hoa da cé tir thoi c6 dai, nhung phat
trién c6 tinh td chiic réng rai trén pham vi qudc t& thi chi c¢6 tit ddu thé ky 20.

1.2.1.2. D6i tuong cua céng tdc tiéu chuan hod

Bao gém rat rong, hau nhu trén tat cd moi linh vuec, vi du:
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Cac may méc, dung cu, trang thiét bi cong nghé

Nguyén, nhién vat liéu

Néng 1am hai san, hang tiéu dung

Céc nguyén tic, phuong phap, thi tuc, cac van dé t6 chic, quan 1y...
Thuéat ngii, ky hiéu, do luong...

/\‘) N ’, A‘)
San pham va ban san pham.

Trong nganh Dudc, moi hoat ddong san xuit, kinh doanh, st dung thuéc,

. A A 7z A A~ Pe A A A A . ‘A ~ Pa
moi vAn dé c6 lién quan dén cac dé1 tugng néu trén déu phai tiéu chuan hoa.

1.2.1.3. Néi dung chinh cia mét tiéu chuan vé thuéc

‘A A N ~ hN A ‘A N N LN N A LN A
Tiéu chuan vé thuoc la mot tiéu chuan toan dién, bao gom rat nhiéu noi

dung thé hién dugc miic chit lugng cua thudc da dude tao ra va duy tri chat
lugng d6 cho t6i khi st dung hoéc hét tudi tho (han dung) cia thude.

N6i dung chinh ctia mét tiéu chudn vé thudc (nguyén liéu hay thanh

phém) thudng gém cac muc sau:

Tiéu dé: Trong d6 néu rd tén nguyén liéu hodc thanh phim, tén don vi
ban hanh tiéu chuén, loai tiéu chuén, hiéu luc thi hanh.

Yéu cdu k§ thuat: La loai tiéu chuéin rit quan trong vi n6 dé ra miic
chat lugng hop 1y ctia san phdm (mdi yéu cau k§ thuat goi 1a mot chi
tiéu hay tiéu chi, d6 1a y&u t& cau thanh ctia yéu cau k§ thuat) va 1a co
s6 cho viéc lap k& hoach san xuit (vé s6 lugng, chat lugng), viéc thuc
hién ké& hoach, viéc quan 1y (kinh t&, ky thuat, gia ca, ky két hop dong,
khiéu nai...).

Phuong phap thi: Tiéu chufn nay bao gio cting phai qui dinh kém theo
cac chi tiéu yéu cau ky thuat. DAy 1a phan khéng thé thiéu vi né chinh
14 qui trinh tht nghiém hay qui trinh phan tich mo ta chi tiét toan bo
qué trinh thuc hanh dé thuc hién xem mot chi tiéu nao dé caa yéu ciu
k¥ thuat c6 dat hay khong dat yéu cau da dat ra.

Déng gbi, ghi nhian, bao quan: Diéu nay phai duge qui dinh rd vi tat ca
cac thuéc luu hanh trén thi truong phai c6 nhan thudc dén don vi déng
g6i nhé nhat. Nhan thudc phai: ¢6 di ndi dung can thiét dé gitp nhéan
biét dude thudce, cach st dung, tranh nham 1an, tén co s6 san xuat, c6 s6
dang ky, s6'16 san xudt, s6 kiém soat, han dung, diéu kién bao quan.

1.2.1.4. Cédc cép tiéu chuan vé thuéc

o Trudc ddy cé 3 cdp tiéu chudn:

Tiéu chuén Viét Nam (tiéu chudn quéc gia, Duge dién Viét Nam) TCVN.

Tiéu chuéin nganh y t& Viét Nam.
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Hai c4p nay c6 hiéu luc va pham vi ap dung trong ca nudc.

— Tiéu chuén cd s6 (TC hoac TCZ): do cac cd s san xudt bién soan, cb
hiéu luc trong pham vi qui dinh cua cic c4p quan ly.

e Hién nay, chi con 2 cép tiéu chudn la: Tiéu chuidn Duge dién Viét Nam va
tiéu chudn co ¢ (theo quyét dinh s6 2412/1998/QD-BYT ngay 15/09/1998).

A /\q N A /\‘) A A z e
Tiéu chuan cd s6 1a tiéu chuan do co s6 san xuat bién soan, ap dung doi
Z,° 2 R N A,
v6i cac san pham do co sG san xuit ra.

C6 hai loai tiéu chuén co sé:

— Tiéu chuén co sé clia nhiing san pham luu hanh § thi trudng: phai dang
ky v6i co quan c6 thAm quyén. Cac mtc tiéu chuin chat luong khéng
duge thap hon cic miic quy dinh trong tiéu chuidn Dudc dién Viét Nam.

— Tiéu chuén cd sd caa cac thuéc pha ché trong don vi (khéng luu hanh
trén thi truong): do thu trudng don vi xét duyét va ban hanh.

1.2.2. Céng tac xay dung tiéu chuan

Tiéu chuén Viét Nam vé thudc duge nha nuée uy quyén cho Bo Y t& to
chiic bién soan, xét duyét va ban hanh sau khi déng ky tai cuc tiéu chuén do
luong chét lugng nha nude Viét Nam, cac tiéu chudn nay dude tap hop trong
mét bo sach goi 1a Duge dién Viét Nam (Hoi ddng Duge dién duge Bo Y t& giao
trach nhiém nay).

Mot s6 thudc chua c6 TCVN sé st dung TC do cac co sd san xuét bién
soan va dudc cdp c6 thaAm quyén duyét.

1.2.2.1. Thd tuc xdy dung tiéu chuén
Thuong dudc tién hanh qua cac giai doan sau:
— Chuén bi tai liéu, khao sat thuc t&, 1ap dé cuong.

— XAy dung du thao tiéu chudn 1an tht nhat gom cac viée: Tham khao tai
liéu, dé xuat cac chi tiéu va phuong phap thi, khao sat thuc t& vé san
xudt va st dung san pham. San xudt thi, lam thuc nghiém phan tich
cac tiéu chuédn du kién, viét du thao tiéu chudn va thuyét minh, lap du
thao bién phap ap dung (thi du stta déi hodc dé xudt cac qui dinh ky
thuat, qui ché& thu tuc trong tién hanh san xuit theo GMP...). Thong
qua du thao 6 co sd.

— Hoan thanh du thao tiéu chuén sau khi tién hanh cac viéc: LAy y kién
g6p ¥ (cAn thi t6 chtc hoi thao). Thu thap gép ¥, sita chiia, hoan chinh
ho so gtii t6i co quan quan ly va xét duyét.

—  Xét duyét va ban hanh tiéu chuén: Cé quan quan 1y c4p tiéu chudn nao
thi xét duyét va ban hanh tiéu chuén d6. Trude khi xét duyét, tiéu
chuéin phai duge glii qua cd quan tham tra ky thuat (Vién kiém nghiém
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va phan vién kiém nghiém néu thudc trung uong; Trung tdm kiém
nghiém tinh, thanh phé néu thudc dia phuong) va cac co quan phap ché
(Cuc quan ly Dugc 6 trung uong va Phong nghiép vu duge & dia
phuong). Thu truéng Bo Y té hodc giam doc S Y té ky duyét sau khi
tham khao cac ¢ quan tham tra.

Viéc xem xét va stia doi tiéu chuén ciing dudc tién hanh nhu tha tuc xay
dung tiéu chuan.

Hé so tiéu chudn: Bao gém t4t ca cac vin ban khoa hoc k§ thuat, khao
sat nghién ciiu, cong vin trinh duyét, quyét dinh xét duyét.

1.2.2.2. Phuong phdp xdy dung tiéu chuan vé yéu cau ky thuat

Khi x4y dung tiéu chudn vé yéu ciu ky thuat can chd y t6i viéc két hop
gitia cac loai chi tiéu dé phan anh hét dude chat lugng cta thudc phu hop véi
diéu kién ky thuat, kinh t& va thuc té&: Cac chi tiéu phan anh vé cong dung ctua
thudc (thé hién & d6 tinh khiét va ham lugng). Chi tiéu phan 4nh vé mic do
tin cay va an toan (d0 doc, d6 bén, han dung...). Tiéu chudn vé tdm sinh ly
(dang thudc - qua cac dudng vao cd thé). Chi tiéu vé thAm m§ (hinh thic déng
g6i, trinh bay dep, bao quan...).

e Cdc noi dung chinh ctua yéu cau ky thudt:

Thong thudng cac noi dung chinh ctua yéu cau ky thuat cia mot tiéu
chuén vé thuéc bao gém:

— Cong thtic pha ché: Phai trinh bay cong thiic pha ché ctua thudc, ghi rd
tén nguyén liéu, phu liéu véi s6 lugng ghi bing s6 va bang chii, cung
tiéu chuén caa chung (vi du: ta dude dat tiéu chuén Duge dung...).

— Ch4t lugng thanh phdm: Phai néu rd vé hinh thic ciing nhu tinh chat
cam quan, muic do tinh khiét nhu: Hinh dang, thé chat, mau sac, mui
vi, cac dic diem déc biét, do bén co hoc (v6i thudce vién), do tan ra, sai sd
khéi lugng, sai s6 thé tich.
_ Yéu cAu vé dinh tinh, thi d6 tinh khiét
— Yéu ciu vé ham lugng.
e Phuong phdp xdy dung cdc chi tiéu:

Dua trén cac noi dung chinh ctia yéu cau k¥ thuat, can ct vao thuc té,
diéu kién ky thuat, lua chon ra cac chi tiéu thich hgp, khong qua nhiéu hoic
qua it nhung néi lén du dic trung chat luong thudc, phu hdp véi diéu kién cu
thé. Sau d6 phai xay dung dudc mitc cho cac chi tiéu trén. Mic chi tiéu la gia
tri cu thé hay la khoang gia tri ma thuéc phai dat dude. Dé xay dung mitc chi
tiéu dugc tot, trudc hét nén xem xét:

— Néu loai chi tiéu nay da c6 sin trong cac qui dinh thi chi viéc kiém tra,
xem xét lai, 4p dung hodc dé xuat (thi du: néu 1a thudc vién, khéi lugng
trung binh vién qui dinh sai + x%; néu 1a thuéc nuée, thé tich sai + y%...).
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— Néu loai chi tiéu nay chua c6 trong qui dinh thi phai lam thuc nghiém,
tu d6 dua ra sé liéu cho phu hgp.

— Khi x4y dung miic phai dugc tién hanh lam thi v6i mau it nhat 18y tu 3
16 san xudt thi hay 3 16 san phadm da c6 qua trinh san xuét on dinh; tot
nhit nén st dung phuong phap théng ké (xét sai s6, do chinh xéc,
khoang tin cay...).

— Giéi han tin cay tim dudc qua thi nghiém , cdn cin ci thém vao cac
diéu kién kinh t&, thuc t& (kha ning san xuat, trinh d6 k¥ thuat, tiéu
chuén dung sai chung...) ma qui dinh mtec chi tiéu dua vao tiéu chuén.

— N&u san pham 14y & nhiéu 16 hosc dude san xudt ¢ nhiéu co s thi nén

chon chi tiéu trung binh tién tién X

— Y( + Xmax
Xy = >

Trong d6:

X : chi tiéu trung binh ctia nhiéu co sé dat dugc

X,... - chl tiéu cao nhat mot co s6 dat duge.

1.2.2.3. Phuong phdp xdy dung tiéu chuan vé phuong phdp thu:
e Cdc loai qui trinh vé phuong phdp thu:

Muc dich chinh cta viéc tiéu chuén hoa mét phuong phap thi 1a chon cho
duge mot qui trinh thi hay qui trinh phén tich sao cho khi 4p dung sé cho mot
két qua gAn véi gia tri thuc nhat. Trong kiém nghiém thuéc, cac loai qui trinh
thi thuong duge chia thanh 3 loai:

— Cac phép thu dinh tinh: 1 cac phép thii nham chiing minh rang chat
cdn phan tich c6 mit trong mau dem thi. Phép thi duge thuc hién
bang cach tién hanh cadc phan tng dinh tinh, do cac thong sd dac
trung cac chat can thu (tinh chdt phs UV-VIS, IR, sic ky...) hoic so
sanh v6i chit chudn d6i chiéu.

—  Cac phép thii vé d6 tinh khiét: La cac phép thi nham chiing minh rang
mau dem thi dat (hay khéng dat) vé mic dd tinh khiét. Phép thit dude
thuc hién bing cach st dung mot s6 tinh chat dic hiéu (mau sic, d6
duc...) dé so sanh dinh lugng tap chit c6 trong miu thi v mau chuin dé
ti d6 xac dinh dugc giéi han cua tap chat c6 trong mau dem phan tich.

— Cac phép thi dinh lugng: La nhiing phép thi nham xac dinh ham lugng
ctia mau tht (hodc thanh phan chinh cia mau) hay ham lugng cta cac
hoat chit c6 trong mau dem thii. Cac phép thi nay dude tién hanh bing
cac phuong phap dinh lugng hoa hoc, hoa ly, vat 1y, sinh hoc ...
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o Cdc yéu cau chdt luong doi vdi moét phuong phdp thi:
DPugc thé hién 6 mot s6 diém chinh sau:
* C6 tinh tién tién: Thé hién & d6 dung, d6 chinh x4c, tinh chon loc, dic hiéu.

+ Do dang: Mot phuong phap dudge coi la ¢6 do ding cao nghia la khi ap
dung sé cho ké&t qua gan véi gia tri thuc nhat tdc 1a sai s6
X— “ 0, 9 ’ Y .. . .

0 x100% cang nho cang tot (trong d6 X : gia tri trung binh xac

dinh dudc; p: gia tri thuc ).

Mudn c6 gia tri thuc p dé so sanh, phai c6 mau chudn da biét trude
hoiic mét mAu dién hinh dude san xudt theo mét phuong phap dam
bao déng nhat va dai dién cho sdn pham.

D6 dung cua phuong phap ciing con duge biéu thi bang ty 1& thu héi

X ) -

—x100% (u: 14 ham lugng chat chuan cho vao; X:1a ham lugng xac
U

dinh dugc). Ty 1é thu héi cang cao (nhung khéong duge vudt qua 100%),
d6 dung cang tot.

+ Do chinh xac: Co d6 chinh xac dap ting dugdc yéu cau. Do chinh xac cho
biét su phu hgp gitia cac két qua (hay d6 dao dong) ctia cac phép xac
dinh song song, thuong duge biéu thi bing d6 léch chuin S hodc do
léch chuén tuong d6i RSD :

S _ > (x; - x) S
n-1

(n: s6 thi nghiém; x, : két qua xac dinh lan thd i; X: két qua trung binh
cua n thi nghiém).

+ Tinh chon loc - dac hiéu: Phuong phap cho phép xac dinh ding chat
can phan tich va it chiu anh huéng bdi su c6 mét cia cac chat khac
trong mau thu.

+ Cé tinh chat tuyén tinh: D61 vé6i truong hop khi xac dinh két qua phan
tich dua vao dudng chuén. Pudng chuin la dudng biéu dién y = f(x).
Trong d6 x 14 néng d6 dung dich, y 1a dai lugng tin hiéu do (mat do
quang, dién tich pic séc k¥, chiéu cao séng cuc phd...) phu thudc vao x.
Tinh ch4t tuyén tinh dudc bidu thi bang cach tinh hé s6 héi qui theo
phuong phap binh phuong t6i thiéu. Néu hé sé nay cang gin 1 thi
ham y cang tuyén tinh.
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* Cé6 tinh thuc té&: Phuong phap thi dua ra phai phu hgp véi diéu kién
thuc té&, c6 tinh kha thi cao (phu hop trang thiét bi, may, ki thuat, hoa chat,
thuéc thi, trinh d6 con nguoi ...).

* C6 tinh kinh té&: Phuong phap thi dua ra it ton kém ma van dap dng
cac yéu ciu néu trén.

* C6 tinh an toan cao: An toan lao dong va bao vé stic khoe (it dung hoa
ch&t ddc hai, tranh dude cac thao tac ky thuat phic tap nguy hiém ... ).
e Kinh nghiém tién hanh xdy dung phuong phdp thi:

— Phai dya trén yéu cau ky thuat dé chon xay dung phuong phap thi cho
thich hdgp.

— Tham khao cac tai liéu, cac tiéu chudn tuong tu da co.
— Két hogp véi tu nghién ctiu, lya chon.
— Phai ldy mau va tién hanh lam thuc nghiém.
— Viét chuong trinh du thao c6 kém ban thuyét minh, dua ra cac bang két
qua thuc nghiém, xt 1y két qua, tai liéu tham khao.
1.2.3. Cong tac ap dung tiéu chuan trong thuc t&
1.2.3.1. Muc dich y nghia

Ap dung tiéu chuén 14 mét mat cong tac cta toan bod cong tac tiéu chudn
hoa. Qua ap dung dé:

— Kiém chiing lai cac két qua nghién ctu khi xay dung tiéu chudn (mic
chi tiéu c6 phu hgp khong? Phuong phap thi ding hay sai? ...).

— Xac dinh hiéu qua kinh t& clia tiéu chuén (tiéu chuén c6 kich thich cho
san xudt, kich thich tiéu thu). Trén cd sé d6 tiép tuc sta ddi, hoan thién
nang cao chat lugng cua tiéu chuén.

— Ngéan chén viéc dua cac thudc khéng dat tiéu chuén ra luu hanh, st
dung. Phat hién thudc gia, thudc kém chat lugng, phat hién nguyén
nhan vi pham va tim céc bién phap khic phuc.

1.2.3.2. Cdc hinh thuc dp dung tiéu chuéan trong thuc té

e Ap dung tiéu chudn trong sdn xudt:

Nghia 14 phai thuc hién dung céc tiéu chuédn (k§ thuat, tha tuc, nguyén
tdc va cic qui dinh c6 lién quan) dé san xuit ra thuéc dat tiéu chuén. Thi du:
Phai kiém tra xt 1§ nguyén vat liéu dat tiéu chudn méi dua vao san xudt;
trong qua trinh san xudt phai kiém tra; tit ca cic céng doan, 100% 16 san xudt
tai co sd; kiém tra thu nhan san pham...
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e Ap dung tiéu chudn trong kiém tra chdt luong:

Nghia 1a tién hanh thuc nghiém tit ca cac chi tiéu yéu cau ky thuat theo
dting phuong phap tht ¢4 néu dé danh gia xem thuéc c6 dat tiéu chuin hay khéng.
1.2.3.3 Cdc cdng viéc phai thuc hién

e Phé bién, gidi thich, cung cGp tiéu chudn tuy theo cdp qudn ly:

— Céac co quan chiic nidng: Bo Y t&, SG Y té chiu trach nhiém cung cap tiéu
chuén sau khi duyét.

— Cac co quan ky thuat: Vién Kiém nghiém, Trung tdm Kiém nghiém tinh,
thanh phé huéng dan giai thich va thi hanh viéc ap dung tiéu chuén.
e Ldp ké hoach cdc bién phdp dp dung tiéu chudn:

— VEé t6 chtic: Qui dinh trach nhiém, quyén han cta cac cidp quan ly, cac
b6 phan thuc hién. Qui dinh vé con ngudi (phai dude dao tao dé c6 thé
dap tng dudc viéc thuc hién tiéu chuén ).

— Vé ky thuat: Soat xét lai trang thiét bi, hoa chit, chit chuén, thudc
tht, nha xudng, phong thi nghiém ... dé dap tng diy du theo yéu ciu
cua tiéu chuén dé ra.

e Kiém tra ap dung tiéu chuan:

Cong viéc nay dudc tién hanh thuong xuyén 6 cac co s6 hodc 6 hé thong
kiém tra nha nuée: Vién Kiém nghiém, Trung tdm Kiém nghiém, thanh tra
Dugc ... Noi dung kiém tra bao gom:

— Kiém tra co s6 vat chat cta cong tac kiém nghiém: Tai liéu, trang thiét
bi, phong thi nghiém, hoa chit, thudéc thi ...

— Kiém tra nguyén liéu, ban thanh phdm, thanh phdm va tit ca cac
thudc dang luu hanh trén thi truong.

1.2.3.4. Stua doi, sodt xét lai tiéu chuan
DPugc tién hanh khi thay tiéu chuin khong con phu hgp.
1.2.4. Giéi thiéu Dugc dién Viét Nam
1.2.4.1. M6t s6 nét chung vé Duoc dién Viét Nam
e Dugc dién Viét Nam la mot tai liéu bao gom:

— Téap hop cac tiéu chudn nha nuée (TCVN) vé thudc (hoa dude va cac ché
phim, huyét thanh va vaccin, dudc liéu, ché pham dong dugce). Méi tiéu
chuéin con duge goi 14 mot chuyén luan.
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Nhiing qui dinh chung trong céng tac kiém nghiém, gi6i thiéu cac
phuong phap kiém nghiém chung, cac hoa chét, thudc thid, thuéc
chuén, chi thi ... dung dé phan tich va danh gia chit lugng thudc.

Mot s6 phu luc, cac bang tra ciu ...

e Duoc dién Viét Nam duoc goi tén theo lan xudt bdn (giong cdc nuwdc khdc),
tudn theo qui tic lan sau pht nhén lan trude do:

Dugc dién Viét Nam I: gdm 638 chuyén luan tan duge va 284 chuyén
luan déng dugde (tap 1 in 1970, tap 1 bd sung in 1977, tap 2 déng dudc
in lan 1 vao 1983).

Dudc dién Viét nam II: gdm 357 chuyén luan tan dugc, 64 chuyén luan
doéng dugc, va 32 chuyén luan vé vaccin (tap 1 in 1990, tap 2 in 1991 va
tap 3 in 1994).

Dugc dién Viét nam III: gom 342 chuyén luan hoa dude, 276 chuyén
luan vé dudgc liéu, 37 chuyén luan vé ché pham doéng dudge, 47 chuyén
luan ché& phdm sinh hoc va 500 chuyén luan vé hoa chit thudc thi.
(Qua trinh bién soan chuén bi tit 1995-2000, du thao in 18y ¥ kién 2000,
in chinh thic 2002).

1.2.4.2. Mt s6 qui dinh chung khi st dung Duoc dién Viét Nam (trong cdéng tdc
kiém nghiém thuéc)
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C6 nhiéu qui dinh, duéi day néu tém tit noi dung chinh ctia 10 qui dinh:

1.

Tén cac chuyén luan: 14y tén chinh 1a tén Viét Nam, sau tén Viét
Nam 14 tén Latin va tén théng dung khac néu cé.
DPon vi do ludng: st dung theo ding yéu ciu cta co quan do ludng nha
nuée Viét Nam.
Khai niém “can chinh xac” nghia la cdn trén cin phan tich c6 d6 nhay
dén 0,1 mg (0,0001 g). Khai niém “lay khoang” c6 y nghia la 14y mot
lugng véi dd chénh khong qua + 10% so véi yéu cau. Khai niém “Dén
khoi lugng khéng d6i” nghia 1a xt 1f ché phdm dén khi nao sai gitia 2
14n k& tiép nhau < 0,5 mg.
Néng d6 phan tram khéng cé chi dan gi coi 1a cach biéu dién theo %
KL/TT. Con cac trudng hop khac sé ghi cu thé.
Khai niém “alcol” khéong cé chi dan gi c6 nghia 1a alcol chtia khoang
96% (TT/TT) ethanol (C,H,O). Ethanol khong c6 chi din gi khac
nghia 1a ethanol tuyét doi.
Do tan : Qui ube:

Mot chat la dé tan : Khi hoa 1g chat  duéi 1ml dung méi



R4t tan : -nt- 1-10™ -nt-

Tan : -nt- > 10-30™ -nt-
Hoi tan : -nt- > 30-100™ -nt-
Khoé tan : -nt- > 100-1000™! -nt-
R4t kho tan : -nt- >1000-10.000™ -nt-
Thuc t& khong tan : -nt- >10.000™ -nt-

7. Vé nhiét do: Dung thang dd bach phan ky hiéu °C. Khi khéng ghi cu
thé, qui uéc :

Nhiét d6 chuén: 20°C
Nhiét d6 thuong: 20-30°C
Nudc 4m: 40-50°C
Nudéc nong: 70-80°C
Nudc cach thuy: 98-100°C

Nhiét d6 trong thi “vé mat khéi lugng do lam khd” cho phép hiéu
la: 100°C+ 2°C.

Nhiét d6 noi bao quan :

Rat lanh: <-10°C

Lanh: 2-10°C

Mat: 10-20°C
Nhiét do phong : 20-35°C
Nhiét do6 phong c6 diéu nhiét:  20-25°C
Noéng: 35-40°C
R4t nong: > 40°C

Nung do: ~400°C
D6 tham: ~ 600°C
Do trang: > 900°C

8. Vé phuong phap: C6 thé dung phuong phap hay phuong tién khéac véi
qui dinh trong Dugc dién hodc TC nhung véi diéu kién céc két qua co
do chinh xic tuong duong nhau. Néu cac két qua khac nhau thi coi
phuong phap hodc phuong tién qui dinh trong Duge dién hay TC la
chinh thtec.

9. Vé ham luong: Néu trong chuyén luan khong ghi giéi han trén thi cé
nghia 1a khong duge qua 101,0%.
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10.Khi thi d6 tinh khiét, néu phat hién thay tap chat la khong ghi trong

chuyén luan thi van phai ghi vao két qua thu.

1.3. KIEM NGHIEM THUOC THEO TIEU CHUAN

Nhu trén da néu, kiém nghiém thuéc 14 viéc tién hanh phan tich mét mau
thudc dai dién cho 16 thudc d6 bang cac phuong phap hoa hoc, 1y hoc, hoa ly,
sinh hoc ... da dudc qui dinh dé xem thudc d6 dat hay khong dat tiéu chuén ti
d6 quyét dinh xem c6 duge phép luu hanh hodc st dung hay khong. Pé su danh
gia nay chinh xac, doi héi phai lam t6t 3 viée sau: 14y mAu kiém nghiém, thuc
hanh phan tich, danh gia két qua va viét phiéu tra 16i (phiéu kiém nghiém,
phiéu phan tich).

1.3.1. Lay mau kiém nghiém

1.3.1.1. M6t s6 khai niém
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L6 thudc: La mot luong thude x4c dinh cta cing mot loai san phdm
dude san xuit trong mot chu ky nhat dinh dap tng yéu cau GMP,
dudc coi 1a dong nhat va dude ghi bing s6 16 cta c¢d sé san xudt trén
nhan cac bao bi.

Téng thé: La toan bod cac don vi san pham dudc xét. Tuy theo ting
trudng hgp téng thé c6 thé 1a mot 16, mot s6 16 hay mét qua trinh
san xuét.

DPon vi bao géi: La dang bao géi san pham lap lai trong 16 (thing,
hom, hop...).

Pon vi déng géi: La dung cu déng géi truc ti€p san phadm (chai dung
thudc vién, vi thuéc ...).

Pon vi san pham: La d6i tugng qui ude hoidc cu thé ciia mét lugng san
pham nh4t dinh (vién thudc, 6ng thude, 1g, 1kg ...).

MAu: La mot s6 don vi san phdm 14y tir tdng thé dé thu va duge dung
lam co s6 dé c¢6 nhiing thong tin quyét dinh vé téng thé d6. S6 don vi
san pham c6 trong 16 goi 1a ¢d 16, s6 don vi c6 trong mAau goi 1a ¢ mau.
MAau ban dau: La mot luong san pham cta 16 thude duge 18y trong
mot 14n 6 mt hay nhiéu don vi bao géi. Mdi bao goéi 14y mét 1an.

MAu riéng: La mot lugng san phdm dudge 18y tit nhiing mau ban dau
da duge gop lai va tron déu cua mot bao goi.

MAau chung: La mot lugng san phdm dudc 14y tit nhitng miu riéng cta
ting don vi bao goéi gop lai va tron déu.

MAau trung binh thi nghiém: La mot luong san phadm duge 14y ra tit
mAau chung ding dé tién hanh cac phép thi qui dinh (ké ca lam lai).



*» MAu luu: Pugc 18y ti mau trung binh thi nghiém hay ti mau ban dau
tuong duong véi lugng mau thi. Mau luu dung dé luu lai khi can
thiét hoac dé 1am céc thi nghiém trong téi.

1.3.1.2. Qui dinh vé Idy mau

L4y mau 1la mot tap hop cac thao tac nham 14y ra mot lugng mau thudc
dai dién dé kiém tra ch4t lugng. Do vay dé két luan vé mAu thudc mang tinh
phap 1y, cAn phai tuan thi mot cach nghiém ngit cac qui dinh vé tha tuc 1ay
mau nhu sau:

e Déi twong dé'ldy mdu:

— Véi hé thong tu kiém tra: La cac nguyén liéu dung lam thude, bao bi
déng géi, san pham trung gian, san pham chua déng géi, thanh pham.

— Vé6i hé théng quan ly nha nudc: Thude va cac nguyén liéu lam thuéc
dang trong qua trinh luu thong hoic ton tri trong kho.

e Cdc truong hop ldy mau:

—  Truong hop tu kiém tra chat lugng: Phai 14y mAu kiém tra toan bo cac
16 thuéc tai cac co s6 san xuit, luu trii, phan phdi. V6i cac co s6 san
xud't thudc, yéu cAu 100% s6 16 phai duge kiém tra. Viéc 14y mau do can
b6 chuyén mén cta phong kiém tra chét lugng san phdm (KCS) tién
hanh, cé su ching kién ctia can bd 6 don vi 14y mau. Tha trudng don vi
cin ci vao qui dinh chung c6 thé c¢6 nhiing qui dinh cu thé hon cho phu
hgp véi tinh hinh cta co s6.

— Trudng hgp kiém tra giam sat chit lugng hodc thanh tra: Uu tién 14y
mAau kiém tra va giam sat 1a cac thudc chita bénh, c6 gia tri kinh t& cao,
¢6 chét lugng khong én dinh va dic biét 1a ¢6 nghi ngd vé ham lugng
hoac hiéu luc tac dung.

L&y mAu dé kiém tra gidm sat chat lugng cla cac cd sé san xudt (14y 10%
s6 16 san xu4t trong ndm) hoac 14y theo qui dinh cua B Y té&, S6 Y té.

Lay mAu dé thanh tra dot xudt trong nhiing trudng hgp cé théng tin vé
chat lugng thudc xau, thudéc khong an toan, it hiéu luc va dic biét 1a thudc gia
hay thuéc kém pham chét.

Viéc 14y mau duge thuc hién bdi cac thanh tra vién hodc cac can bd c6 gidy
uy nhiém ctia co quan kiém tra, thanh tra va c6 su chiing kién ctia can b co sd.

o Cdc diéu kién can luu y khi ldy mdu:

— Noi 14y mau: Tai ndi chiia san phdm, méi trudng xung quanh khéong
duge gdy nhiém ban hoic tac dong lam thay d8i tinh chdt cia mau va
ngugc lai khong dé mau tac dong x4u dén mai trudng.

— Ngudi 14y mau: Phai 1a ngudi c¢6 chuyén moén nhat dinh va dap tng
dudc yéu ciu cua qua trinh 14y mau.
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— Phai quan sat kiém tra so bo 16 hang (phan loai néu can), nhan xét va
phai ghi vao bién ban 1y mau.
— Dung cu ldy mau: Sach, khd, dap ting yéu cau can 1y mau.

— D6 dung miu: Pap ting yéu cidu 14y mau (sach, khong lam hdng mau,
khd, c6 nhan ghi chép day du ...).

— Thao tac 14y mau: Phai than trong, ty mi, quan sat cidn than ...

—  Phuong thiic 1dy mau: Ngudsi 14y mAiu phai tu tay 14y mau, ghi nhén,
lam bién ban, déng géi niém phong bao dam va bao quan mau. Dic biét
luu y phai 14y chii ky xac nhan cta don vi duge 14y mau.

1.3.1.3. Tién hanh 1dy méau

So dé lay mau:

Viéc 14y mau phai bdo dam cho duge tinh khach quan, dai dién cho dudc
ch&t lugng ctia thudc can 18y kiém tra. Vi vay, phai 14y theo huéng din caa qui
trinh (hinh 1.1).

L6 thude

Y

MAu riéng

!

Mau chung

Y

Mau trung binh

thi nghiém
Y Y +
MA&u luu tai M,éu gffi Mau luu &
s (hoac lay) kiém nghiém thanh tra
¢ Y +
Mau ILoru tai bo Mau dé lam
phan kiém nghiém kiém nghiém

Hinh 1.1. So d8 qui trinh 14y mau, luu mau
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- Tu 16 san xuat lay ra cac don vi bao géi mot cach ngiu nhién, ¢d mau
ban dau 14y theo chi dan ¢ phén sau.

- Troén déu cac mau ban dau va gop thanh nhiing mau riéng cta ting don
vi bao goi.

- Tron déu cac mau riéng thanh miu chung.

- Tu miu chung 14y ra mot lugng mau trung binh thi nghiém.

- Tu mAu trung binh thi nghiém 14y ra thanh cac miu luu va miu thi dé
kiém nghiém

Sau khi 14y mau xong, ngudi 14y mau tu tay dan nhan niém phong, bao géi

(phai c6 chii ky xac nhan cta ngudsi 14y miu va co s6 duge 14y mau) va bién

ban 14y mau (cling phai cé du chii ki xac nhan).

Ldy madu cu thé:
Can cti vao 16 thudc phai 14y mau, xem xét phan loai tién hanh 14y nhu sau:
e Ldy mdu thuéc cé phan liu (16 san phdm thudc dang thudc cé6 phan liéu).

Tt 16 san pham 14y ra cac don vi bao géi moét cach ngau nhién bat ky: Cac
g6i duge 18y ra phai doc lap v6i du kién ctia nguoi 14y mau (khoéng nén lua
chon theo cam quan 1y mau xau hay mau t6t). Lo thudc phai déng nhat, hop
ly vé s6 luong hay khéi lugng (Thi du khong qua 500.000 vién véi thudce vién,
khéng qua 50.000 éng véi dang 6ng ...).

S6 bao goi trong 16 14y ra dé tao mAu ban dau tinh theo cong thiic :
n=0,4x~+N

Trong do:

n: s6 bao géi 14y ra

N: s6 don vi bao géi cuél cung trong 16 (thi du véi thudc tiém: cac ong
déng trong hop gidy, cac hop gidy déng trong hom thi don vi bao géi cuéi cung
14 hom).

Chu y:

+ Khi tinh theo cong thic trén, néu phan thap phan nhé hon 0,5 bd qua,

néu 16n hon 0,5 thi ting thém mot don vi.

+ KhiN>100luuyn,, <30

max —

+ Khi N <100 c6 thé dung bang:

N n
1-10 1
11-40 2
41 -80 3
81 -100 4
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e Ldy mdu sdn phdm la chdt rdan (hat, bot, vién):

1. Truong hgp mot bao goi:

+ Trudc khi 14y, xem xét san phadm c6 déng nhat khong, néu khong déng
nh4t phai chon riéng ra tiing loai va 14y theo céc loai dé.

+ Trudng hop san pham 1a hat, cuc, trit trusng hop phai xac dinh cd hat,
con tat ca phdi dugc nghién nhd thanh bot (khéng duge lam anh
hudng t6i tinh ch4t ctia san pham).

+ Lay mau ban dau & 3 vi tri khac nhau: trén, gitia, duéi sau dé tron
thanh mau chung.

+ Dan déu lugng mau chung thanh 16p phdng hinh vuéng day khéong
qua 2 cm, chia mau thanh 2 dudng chéo, bo 2 phan do6i dién, tron déu
2 phan con lai va chia tiép cho dén khi lugng mau con lai tuong tGng
v6i 2-4 1an mau thi can 1ay, d6 14 mAu trung binh thi nghiém.

+ Chia miu trung binh thi nghiém thanh cdc miu luu va miu kiém
nghiém.

Bo

Bd

2. D61 véi thude vién chi déng trong mot bao géi: ciing 1ay mau 6 ba vi tri
khac nhau trong bao géi, chai, lo sau d6 trén thanh mau chung, mau trung
binh thi nghiém ... nhu trén.

3. Trudng hgp san phadm déng thanh nhiéu bao géi: 14y mau ban dau theo
cong thic: n=0,4x \/W néu trén.

e Ldy mdu la sdn pham long:

1. Trudng hgp mot bao géi: Néu san phadm 14 dong nh4t thi 14y miu & bat
ki vi tri ndo ciing dugec. Néu khong déng nhit, trude khi 14y mau phai khuay
déu, sau d6 méi ldy mau.

2. Truong hdp nhiéu bao géi : 14y theo cong thiic : n=0,4x JN
Néu 1a nhiing chai lo nhd thi c6 thé 14y hét thé tich.
e L&y mdu la cdc sdan phdm thuée mé, bot nhdo:

Tién hanh 14y mau nhu cac san pham 16ng, rdn nhung chid y khudy ky,
tron déu dé dudc hén hop déng nhat, sau dé6 méi 14y mau.

e Ldy méu thanh phdm chua déng géi lé:
Thudng cac thanh phdm nay chita trong cac bao géi 16n dé chuyén ché

dén co s déng géi 16. N&u 16 san phadm chi ¢ 1 - 2 bao géi thi mé ca 2 bao géi;
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néu 16 san phadm cé tit 3 bao gbi trd 1én thi md 3 bao géi. Lay it nhat 3 miu
ban dau 6 3 vi tri khac nhau ctia méi bao géi. Sau d6 tréon cdc mau ban dau lai
v6i nhau dé tao mAu thi nghiém.

Bao goi va dan nhan:

Sau khi lay mau va cho vao d6 dung, ngudi 1dy mau bao géi, dan nhén va
niém phong mau, 1am bién ban 1ay mau. Luu ¥y phai c6 chii ky xac nhan cua co
sG dugdc 14y mau d nhan niém phong va bién ban lay mau.

1.3.2. Tién hanh kiém nghiém
1.3.2.1. Nhdn méu

B6 phan nhan mAu cia c¢d quan kiém nghiém phai kiém tra xem mau cé
dap ting du cac yéu ciu sau khong:

—  MaAu phai dugc 1ay theo ding cac thu tuc da qui dinh trén.

— MaAu phai dudc déng géi niém phong va cé6 nhan ghi du cac thong tin
cAn thiét (nhan géc, tén thudc, s6 16 san xuét, tén tiéu chudn yéu cau
kiém tra ...).

— Cac mau do thanh tra 1ay vé phai c6 kém bién ban 1ay mau.

—  Cac mau gti phai kém cong vin hodc gidy giéi thiéu.

— Néu mau xin phép san xuit phai kém cac tai liéu theo qui dinh thudc
xin ding ky san xuAt.

— Né&u miu nhan qua dudng buu dién, phai kiém tra k§ niém phong sau
d6 bao lai cho noi gtii mau, chi sau khi nhan dudge ¥ kién tra 16i ctia noi
glii mau méi tién hanh kiém nghiém.

1.3.2.2. Kiém nghiém, xtr ly két qua

Cong viéc nay do bd phan ky thuat thuc hién. Thong thudng gém cac ndi
dung sau :

— Chuén bi tai liéu: theo TCVN hoéc TC ...

— Chuén bi dung cu, hoa chét, may... dap tng da yéu cAu ma tiéu chuén
qui dinh. B& tri thi nghiém mét cach hgp 1y dé c6 ¢t mAu lam va khong
lam nhiém bén hoic bién chit mau can thi.

— Tién hanh cac thi nghiém phéan tich theo tiéu chuén.

— Ngudi lam kiém nghiém phai ¢6 cudn s6 ghi chép day du cac s6 liéu khi
tién hanh thi nghiém, s6 nay goi 1a S6 tay kiém nghiém vién. S8 tay
kiém nghiém vién dudc coi 1a chiing tit goc cta cac s6 lidu sau nay coéng
b6 trén phiéu tra 16i két qua kiém nghiém (goi 1a phiéu kiém nghiém).

— Xt 1y cac s6 liéu thuc nghiém dé quyét dinh xem cac chi tiéu da thu
theo tiéu chudn dat hay khong dat yéu cau.
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1.3.2.3. Viét phiéu tra I0i két qua
Bing phiéu kiém nghiém hay phi&u phén tich.

Phiéu kiém nghiém 14 van ban phéap 1y cta cac t6 chic kiém tra chat
lugng thudc, x4c nhan két qua kiém nghiém theo tai liéu ky thuat hop phéap
ctia mot mau thude.

Phiéu phan tich 14 van ban phap 1y xac nhan két qua phan tich ciia mét
hay nhiéu tiéu chi trong tiéu chuén ky thuat cia mét mau thudc.

Do vay, sau khi hoan thanh cac thi nghiém va xi 1y s6 liéu danh gia két
qua, kiém nghiém vién phai viét vao phiéu tra 16i ndi bod (chua phai phiéu
chinh thtc), ky tén chiu trach nhiém va dua cho can bo phu trach phong duyét
lai, trude khi dua phong chtic ndng trinh lanh dao duyét lan cuéi, sau d6 tra
161 chinh thiic bing phiéu cta co quan kiém nghiém (goi 14 phiéu kiém nghiém
hay phiéu phan tich). Phiéu kiém nghiém chi can c6 chit k¥ va con ddu ctaa
giam d6c cd quan kiém nghiém hodc don vi.

Cau chii viét trong phiéu kiém nghiém phai rd rang, chinh xéc, gon, diy
da va thong nhait. Noi dung chinh ctia mot phidu kiém nghiém phai c6: Phan
tiéu dé (bao gom tén cd quan kiém nghiém, s6 phiéu kiém nghiém, tén mau
kiém nghiém, 1y lich mAu kiém nghiém...), cic chi tiéu thi va két qua, két
luan cudi cung vé miu thudc kiém nghiém... Duéi day 1a mau thong dung caa
mot phiu kiém nghiém (xem & trang sau).

1.3.2.4. Luu méu kiém nghiém tai co quan kiém nghiém

MAu luu phai dudec danh s6 cung v6i sd dang ky mau thu cung loai,
nhung c6 nhan riéng véi chii “mau luu” va bdo quan trong diéu kién theo qui
dinh chung, miu nay dudc stt dung dén trong truong hdp c6 tranh chap vé két
qua da cong bo (6 phifu kiém nghiém). Thong thudng, miu luu 14y tit mot
phan miu da 18y dé thi, do vay s6 luong 14y phai gidng nhu miu 18y dé thu.
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BOYTE CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Tén co quan Poc lap - Tu do - Hanh phiuc

kiém nghiém thudc

Dia chi co quan

PHIEU KIEM NGHIEM

MAu kiém nghiém: Vién nang Cephalexin 500mg

Noi san xuét: Céng ty Dugc pham X

S616, han ding:.....cccvevveneniennne. SO AANG KY:ernieniiniiiiiieiieeeeeeieeana,
NgUG1 VA NOT QUL MAU: ettt e e eaeas

Ngay thang, ndm nhan mau:.................. S6 dang ky KN:...oovvivnivnennnnnns
NGUGT IhATN MAU ..ttt e e anss
Th theo; Dudc dién Viét Nam IIT
Tinh trang mau khi nhan v& md niém phong dé kiém nghiém:...............
Yéu cau Két qua
1. Tinh chat: Nang nh3n béng, khéng méo mé, bdt thudc bén trong Dat
dong nhat.
2. Dinh tinh: Ché& ph&m phai c6 phan (ing d4c trung clia cephalexin Bung
3. Nudc: Khong dugc qua 10% DPat (6,75%)
4. Do dong déu khdi lugng: Khai lugng trung binh vién + 7,5% Pat
5. D6 hoa tan: Khéng it hon 80% cephalexin (C,;H,,0,S) ghi trén | Dat (86,5%)
nhan dugc hoa tan trong 45 phut.
6. Dinh lugng: Ham lugng cephalexin khan (C,sH,,0,S) tir 92,5-110% | Dat (98,6%)
so v6i lugng ghi trén nhan.

Két ludn: Mau thi nay dat yéu cau kiém tra chét lugng theo tiéu chudn
Dugc dién Viét Nam III.
Ha Noéi, ngay ... thang .... nam ...

Thu trudng co quan
(Ky va dong dau)
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Cac mau luu phai dudc giii lai theo ding thoi gian qui dinh. Cac mau cé
han dung phai luu ti€p 3 thang ké tit khi hét han dung. Khi hét théi gian luu,
co quan 1ap bién ban xt 1i theo qui ché.

S6 sach, phi€u kiém nghiém phai luu gid it nh&t 1a 3 ndm. Khi hét han
luu, muén huy phai dude gidm déc co quan duyét.

1.3.3. Ndi dung chinh ctia thuc hanh tét phong kiém nghiém (GLP)

Muc dich co ban cia GLP 1a nham xay dung dugc moét don vi lam céng
tac kiém nghiém dap tng day di moi yéu cau cla cong tac kiém tra chat lugng
thudc dé ra, & dam bao ring két qua cac phép phan tich thu dude 1a cé tinh
chon loc cao, chinh xac va ding din, c6 tinh phap li. Péng thdi gitp cho viéc
tra ctiu va tim dudc nhanh chéng nguén goc ctia cac sai s6t xay ra khi gip
phai. Vi vay, GLP 1a nhiing qui dinh nham dam bao thuéc c6 chat lugng tot
trong qua trinh san xuét, tén tri tai kho va luu thong phan phéi dén tay ngudi
st dung. Cu thé 1a nhiing qui dinh chit ché va dude chuin hoa cho mét co sé
kiém nghiém phai tuan thi vé moi mat: nhan su, t6 chiic, ¢ sé vat chét, trang
thiét bi, hoa chat thudc thi, qui trinh thi nghiém, cac diéu khoan kiém tra,
béo cio két qua, luu giii s6 liéu ...

1.3.3.1. Vé té chiic va nhéan su

— Mot phong kiém nghiém thuéc phai ¢6 du cac bé phan chuyén mén, hau
can, ding ky va luu trit mau ... c6 chtic ning nhiém vu rd rang, dugc
xay dung va duge ngusi c6 thaAm quyén ban hanh.

— Céc nhan vién phai duge dao tao va hudn luyén vé chuyén mén dé c6 thé
thuc hién duge cac nhiém vu duge giao cé tinh than trach nhiém cao.

— Céc nhan vién phai méc trang phuc theo qui dinh, phai dude kiém tra
stic khoé, khong 1am nhiém ban vao cic phép thi va cac dung cu, hé
thong thi nghiém...

1.3.3.2. Vé co' sO vét chat chung

— Phai c6 dién tich 1am viéc phut hop véi yéu cau dit ra: Cé du dién tich,
¢6 qui md,kich thuée xay dung thich hop cho phép sip xép trat tu, hop
li cac dung cu, trang thiét bi. C6 méi truong tot vé: chiéu sang, thong
gi6, nhiét d6, do 4m ...

— Phai ddm bao tinh biét 1ap: co s6 thi nghiém phai khéng bi nhiém
ban do mdi trudng hoic cac boé phan lan can khac, bao dam vé sinh
theo qui dinh.

— Bao dam cong tac an toan, cac phuong tién bao ho lao dong, st dung va
bao quan chat doc hai, xi ly chat thai ...
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1.3.3.3. Trang thiét bj

— Phai dudc trang bi day du cac trang thiét bi dé dap tng thich hop cac
yéu cau thi nghiém. Céc trang thiét bi nay can dugc lua chon, chuin
ho4, c6 chat lugng.

— Thiét bi phai dat & vi tri thich hop tién cho st dung, van hanh kiém tra,
vé sinh, bao dudng.

— Dinh ky phai dugc kiém tra, chuén hoa, bao dudng.

— Phai c6 ndi qui van hanh, huéng din st dung, c6 ca nhan chiu trach nhiém.
1.3.3.4. Co so vét chat cho cdc phép thu
— T4t ca cac phép thit phai c6 qui trinh duge viét chi tiét va dude chuédn
ho4.Moi hoé chét, thuéc thii, chit chuén ... phai dap tGng ddng cic yéu
ciu qui dinh.

— Thuéc tht, hoa chat, cac dung dich... da bi bién chat hay qua han
khéng dudc phép st dung.

1.3.3.5. Qui dinh vé nguyén tdc, co s6 cho cac phép thi vé dinh tinh, thi do
tinh khiét, dinh lugng vé ham lugng, hay hoat luc cua thudc, dé bén viing cua
thuéc, qui dinh vé mau thi, thuée thii va chat doéi chiéu...

1.3.3.6. Qui dinh vé qui trinh va hudng dan thu nghiém

— Qui trinh va huéng din thi nghiém phai rd rang, chinh xac, dudc
chuén ho4 va duge lanh dao duyét thong qua.

—  Kiém nghiém vién tién hanh thi nghiém phai bao cdo mot cach chi tiét
nhiing hién tugng gip phai trong qua trinh thi nghiém véi phu trach.

1.3.3.7. Qui trinh vé bdo cdo két qua

Phai béo cao day du dé cho thiy rd : muc dich caa phép thi nghiém, noi
tht nghiém, tén mAu thd, ngay thi nghiém, phuong phap ap dung dé th,
ngudi thit nghiém, cc phuong phap théng ké 4p dung dé phén tich s6 liéu, két
qua thi nghiém va ban luan, két luan, ky xac nhan, nei luu trit mau luu, hod
sd, tai liéu...
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.
1.5.

1.6.

1.7.
1.8.

1.9.

CAU HOI TU LUONG GIA

Muc tiéu cta cong tac kiém tra chat lugng thudce? Cac yéu cau co
ban dé dat muc tiéu trén ?

No6i dung chinh cta céng tac kiém tra chat lugng thude? Diéu kién
dé thuéc duge dua vao luu thong, phan phdi, st dung? Cac yéu to
anh hudng dén chat luong thudc ?

Thé nao 1a thudc dat va khéng dat tiéu chuin? Thudc gia mao?
Thudc kém pham chat?

Trinh bay hé théng t6 chiic kiém tra chét lugng thudc ctia Viét Nam?

Noi dung chinh cta cong tac tiéu chuan hoa? Noi dung chinh cua
A ‘A /\f’ N ~
mot tiéu chuan vé thuoc?

Trinh bay phuong phap xay dung tiéu chuén vé yéu cau ky thuat?
vé phuong phap tht? Yéu cAu chit lugng d6i v6i mot phuong
phap thu ?

No6i dung chinh cta cong tac 4p dung tiéu chuén trong thuc t&?

Trinh bay mot s6 qui dinh chung khi st dung Dugce dién Viét Nam
(dung trong coéng tac kiém nghiém thuéc)?

Céch tién hanh 18y miu dé kiém nghiém?

1.10. Trinh bay cac nhiém vu cht y&u khi tién hanh kiém nghiém?

1.11. N6i dung chinh ctaa thuc hanh t6t phong kiém nghiém thudc?



Chuong 2

KIEM NGHIEM THUGC BANG CAC PHUONG PHAP HOA HOC

MUC TIEU HOC TAP
3. Trinh bay duoc cdch dinh tinh va xdc dinh gidi han tap chdt trong thuéc.

4. Giai thich duoc ky thudt dinh luong cdc acid, base va cdc loai muéi
trong moi truong khan.

5. Trinh bay duoc cdch st dung thuéc thi Karl Fischer dé xdc dinh ham
luong nuwdc trong cac mau phdn tich ran, trong dung moéi htu co.

6. Viét duoc phuong trinh phdn ung dinh luong mét sé chdt hitu co
(polyol, va amino alcol) bang thuéc thi periodat.

7. Phén tich duoc ing dung ctia cdp ion trong kiém nghiém thudc.
2.1. CAC PHAN UNG PINH TiNH
2.1.1. Acetat

e Phan tng vé6i cic acid (manh hon acid acetic) giai phéng acid acetic ¢6
mui chua:

CH,COO™ + H" = CH,COOH

e V6i dung dich FeCl; loang cho phtic mau dé [Fe,(OH),(CH,COO),]*. Khi
pha loang va dun séi sé& cho két tia mau do:

[Fe,(OH),(CH,CO0),]* + 4H,0 = 3Fe(OH),CH,COO{d6 + 3CH,COOH + H*
e V61 H,SO, déac va C,H,OH tao ra este etyl acetat c6 mui thom:

- i
CH3COOH + OHC H 5 — 12504 dic

>»CH3CO0OCoH5 + HpO

2.1.2. Amoni (mudi)

e Bi phan huy khi dun néng véi dung dich NaOH, giai phéng khi NH.;:
NH, + OH = NH; + H,0

Nhan biét NH, bing cac ddu hiéu: Mui khai, lam xanh gidy qui d6 t4m
u6t, lam hong gidy tdm phenolphtalein.
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e Thudc thii Nessler (dung dich kiém cta muéi Kaliiodomercurat — K,[Hgl,]
phan tng v6i NH; cho tia mau d6 (lugng nhé cho dung dich mau vang):

+

NH, + OH = NH3 + HO
Hg
7N ”
NH, + 2K, |Hgl |+ 3KOH = |O _NH:| 1} d6 + 7KI + 2H,0
g

2.1.3. Arseniat
e Phan ting véi acid hypophosphord ho#c dung dich hypophosphit (thudc thi
Bugo hay Tile): tao ra két tia As nguyén t& c6 mau nau:

4AsO? +5H,PO, + 6H" —> 4As | nau + 5H,PO, + 3H,0

e Phan ting véi AgNO,: tao két tua nau dé Ag,AsO,, tiia nay khong tan trong
CH,COOH, tan trong HNO,, dung dich amoniac.

e Phan ting véi hdon hgp magnesi (MgCl, + NH,OH + NH,C1 ): Cho két tua
tinh thé tring magnesi amonarseniat :

AsO, + Mg?*+ NH,” = MgNH,AsO,J

tréng
2.1.4. Arsenit
e Phan tng Tile:

4As0,* + 3H,PO, + 12H* = 4As,, + 3H,PO, + 6H,0

o Phadn ung vdi AgNO,: tao ra két taa trang hoi vang Ag,AsO,, tlla nay tan
trong HNO,, trong dung dich amoniac.

e Phdn tng khi bang hydro mdi sinh (do Zn trong moéi trudng acid tao ra) :
c4c hgp chat ciia Arsen (ca AsO,* va AsO,* ...) déu thanh AsH; dang khi:
AsO,* + 3Zn + 9H* = AsH,T + 3Zn*" + 3H,0

C6 thé nhan ra AsH,bang:
— Cho tac dung véi AgNO,:

AsH,;+ 6AgNO; —>» 3HNO,+ AsAg,.3AgNO, (mau vang)

38



San phdm mau vang nay dé bi thuy phén tao ra Ag den:
AsAg;.3AsNO,+ H,0 — H,AsO,+ 3HNO,+ 6Agl den
— Cho tac dung véi HgCl,: tao thanh hgp chat ¢6 mau ti vang sang do nu:
AsH,(HgCl); AsH(HgCl),; As(HgCl),; As,Hg,
e Phdn ung vdi CuSO,: cho tia déng hydroarsenit mau xanh luc:
H;AsO,+ CuSO, = CuHAsO, l canh e T H2S0,
Néu thém NaOH va dun néng sé c6 két tua mau do cua Cu,O:

2CuHAsO,+ 6NaOH = NajAsO, + Cu,0 4 4 + 4H,0 + NaAsO,
(Phan tng nay dung dé phan biét gitia AsO,*va AsO,>).

2.1.5. Bac (mudi)

e Phan tng véi HCI cho tia tring AgCl, tia khong tan trong HNO, nhung
tan trong dung dich amoniac:

Agt+ Cl-
AgCl{ + 2NH,

AgCl{ trdng
Ag(NH,)," + CI"

e Phan ting vé6i formol trong moi trusng kiém bi khti thanh Ag c6 mau den
(phan tng trang guong):

Ag*+ NH,OH — Ag,0 Ag(NH,)," + Agl + HCOOH

2.1.6. Barbiturat

e Khi dun néng véi kiém dic, vong ureid bi md giai phéng ra cac san pham
khac nhau:

NH—CO_ R, NH
\ /Np +HO TN *ORTER
NH—CO 2 NH, COONa

NH,

tO
:c< LA 2NH3/ + cof
NH +H,0
2

e Tao phan ting phiic c6 mau véi céac ion kim loai nhu Cu®*¥, Co** ...
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2.1.7. Bari (mudi)

Phan ting d6t cho mau ngon ltia xanh luc hoi vang.

Phan tng véi H,SO, cho két tia BaSO, mau tring, khong tan trong cac acid
vO cO.

2.1.8. Bismuth (mudi)

Phan ting thuy phan:

3+

Bi + CI' + HO = BiOCl¢tréng + 2HF

Tac dung véi dung dich kiém: cho tiia Bi(OH); mau tring, khi dun néng
v6i nudc nga mau vang:

3+

Bi + OH = Bi(OH)3¢tréng — (BiO)OH¢Va?mg + H,0

Phan ting v6i S?: cho tia nau den Bi,S,

Phan tng vé6i thioure: trong méi truong acid cho mau vang da cam hay
vang xanh 14 cay (nhiéu cho két tua):

[Bi (H,N - CS - NH,), |(NO,),: vang da cam
[Bi (H,N - CS — NH,), ]Cl;: vang xanh la cay

2.1.9. Borat

40

Hén hop muéi borat véi ethanol (hoic methanol) va H,SO, dic sé tao ra
ester trietyl borat, dem dét chay cho ngon ltia mau luc:

Na,B,07.6H,0 + 2H —> 2Na’ + 4H3BO3 + 5H,0

OC;Hs

+

H
HsBO3 + 2C,HsOH ——— B—O0OC,Hs + 3H,0

AN

OC,Hs

Trong mdi truong acid, borat chuyén thanh acid boric, acid boric phan tng
véi gidy nghé (hodc con nghé) cho mau nau do, sau dé tAm uét bing dung
dich kiém lodng (amoniac hodc natrihydroxyd) mau nau chuyén thanh
mau lam hay luc (do sy tao phiic cia cucumin trong nghé véi acid boric).



2.1.10. Bromid

e Phan tng véi AgNO,: cho tiia vang nhat AgBr, tia nay kho tan trong dung
dich amoniac 10M.

e Phan ting oxy hoa Br thanh Br, bang: PbO, + CH,COOH hoiac KMnO, +
H,SO,. Nhan biét Br, bang cach chiét vao cloroform c6 mau vang hoac
d6 nau:

2Br~ + PbO, + 4H* = Br, + Pb** + 2H,0

10Br™ + 2MnO, + 16H" = 5Br, + 2Mn*" + 8H,0

2.1.11. Calci (mudi)

e Phan {ing v6i amoni oxalat: trong méi trudéng trung tinh hoac CH,COOH
loang cho két tiia mau trang, két tia nay dé tan trong cac acid vé co :

Ca2+ + (NHg)C0, = CaC204+ trang + ZNH;

e Phan ting véi Kali ferocyanid: trong méi trudng NH,Cl cho tia mau trang:
2+ +
Ca *+ Ki[Fe(CN)l + 2NH; = Ca(NHy[Fe(CN)g] | wing + 4K’

2.1.12. Chi (muéi)

e Phan ting véi dung dich KI: cho két tia mau vang, tan trong KI thua:

2+

Pb + 21 = Pb|2¢vémg

Pbl2¢ 20 = Pbl;

Taa Pbl, tan trong nude néng, khi dé nguoi két taa trd lai.

e Phan ting v6i dung dich K,CrO, cho tia mau vang, tua dé tan trong HCI
va NaOH:

Pb* +  K,CrO,

PbCrO,J vang + 2K*

2.1.13 Citrat (CH;0,%)

e Cho taa véi Ca™ khi dun néng. Ta nay dé tan trong dung dich CH,COOH6M.
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e Phan ting tao thanh acid acetondicarboxylic: khi dun néng véi H,SO, dic
(hay dung dich KMnO,), acid citric sé bi oxi hoa thanh acid
acetondicarbonic CO(CH,COOH),. Acid nay tao tua véi mudi Hg*".

2.1.14. Clorat

e Khong két tia v6i dung dich AgNO..

e Dun noéng véi dung dich HCI, H,SO, loang sé bi phan huy thanh Cl, bay ra:

3HCIO, = HC1O, + CL,T + 20,T + H,0
Tac dung v6i NaNO,: khtt thanh CI™:
Cl10,”+ 3NO, = CI” + 3NO,~
2.1.15. Clorid
e Phan ting véi AgNO, : cho két tia AgCl mau tring, tia nay tan trong dung
dich amoniac va két tua tré lai trong HNO,

+HNO,
AgCly + ONH, = [Agamy,) a 15 AgCl)

e Phan ting v6i KMnO, trong méi trudng acid: mat mau KMnO,:

2MnO,” + 10C1” + 17H* 2Mn?* + 5CL, T + 8H,0

Nhan biét Cl, do c¢6 muii déc biét hodc 1am xanh gidy tAm ho tinh bot c6 KI:

Cl,+ 2T

2CI +1,  (I,1am xanh hd tinh bot)
2.1.16. Péng (mudi)
e Phan ting v6i K,[Fe(CN),] Cho tiia mau dd nau khong tan trong acid acetic:

Cu?*+ K,[Fe(CN),] = CuK,[Fe(CN) ¥ + 2K*

d6 nau

e Phan ting v6i dung dich amoniac: cho tiia muéi base mau xanh Cu,(OH),*,
mudl nay tan trong amoniac du thanh phtic mau xanh Cu(NH,),**

2CuS0, + 2NH,0H = (NH,),S0, + Cu,(OH),S0,
Cu,(OH),S0,} + (NH,),S0,+ 6NH, = Cu(NH,),* + 280, + 2H,0
2.1.17. Ethanol

e Tac dung véi acid acetic (moi truong H,SO,) tao ra ethyl acetat ¢6 muii thom:
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C,H.0H + CH,COOH — C,H.COOCH, + H,0

e Tac dung v6i dung dich I, trong méi truong kiém tao tia mau vang
iodoform (CHI,) c6 mui déc biét:

CH,CH,OH + 41, + 6NaOH = CHI.\ + 5Nal + HCOONa + 5H,0

2.1.18. lodid

e Phan tng v6i AgNO, cho tia mau vang Agl, tia nay khong tan trong amoniac.
e Phan tng véi Fe?':
21" + 2Fe®* = I,+ 2Fe,"
I, giai phong ra c6 thé chiét vao 16p cloroform c6 mau tim doé.

2.1.19. Kali (mudi )

e Phan ting mau ngon lta: mudi Kali d6t cho ngon ltta mau tim (vach quang
phé ¢6 L = 768 nm va 404 nm ).

Phan ting v6i natri hexanitrocobantat : Cho két tia mau vang (trong moi
truong CH,COOH loang):

+

2K" + Nag[Co(NO2)e] KoNa[CO(NO)e] y vang  + Na*

2.1.20. Kém ( mudi)

Tac dung véi dung dich NaOH cho taa tring Zn(OH),, tia nay tan trong
kiém du thanh mudi Zincat, khi thém Na,S sé cho két tta tring ZnS:

Zn* + 20H" = Zn(OH), | tring

Zn(OH), 4 + 20H = Zn0,> + 2H,0

7Zn0,> + Na,S + 2H,0 = ZnS | tring + 2NaOH + 2H,0"
2.1.21. Magnesi (mudi)

Phan tng v6i dinatrihydrophosphat trong moéi truéng (NH,C1 + NH,OH)

cho két tia mau tring Magnesi amoniphosphat, soi trén kinh hién vi ¢6 hinh
14 duong xi:

2+ 2- -
Mg + HPO, + NHZ;r + OH + 5H,0 = MgNH4PO4.6H20+tréng
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2.1.22. Natri (muéi)

e Phan ting mau ngon ltia: Muéi Natri d6t cho ngon lia mau vang (vach
quang phd c¢6 A = 589 nm).

e Phan tng véi Kalidihydro antimonat: cho két tia mau tring (trong moi
truong trung tinh hoéc acid nhe).

+

Na® + KH,SbO, = NaH,ShO, +tr§ing + K

e Phan tng v6i kém uranyl acetat : cho két tia mau vang natri kém uranyl
acetat (trong moi truong CH,;COOH loang) :

3(UO,)(CH3C00),. 2H,0  +  Zn(CH3COO0), + CH3COOH + Na'

= H + NaZn(Uoz)g(cHSCOO)Q.eHzowang

(C6 thé ding mudi magnesi ciing dudc).
2.1.23. Nhém (mudi)
Véi thudc thii 6 alizarin S tao hgp chit noi phtic ¢c6 mau do.
2.1.24. Nitrat
e Phan ting véi FeSO, + H,80, dac: tao ra NO, Fe?* du sé két hop véi NO tao
thanh sat (IT) nitrososulfat c6 mau nau:

8F€SO4 + 2NO-3 + 3H2804 +2H" = 3F62(SO4)3+ 4H20 + Z[FCNO]SO4

e Phan tng v6i nitrobenzen: trong moéi truong H,SO, dic tao ra m-
dinitrobenzen, hgp chat nay phan ting véi aceton trong moéi trudng kiém
tao thanh phiic c6 mau tim (Phan ting Janovsky):

NO2 _ H2804d N02
+ NOy —»

NO,

H_ __cH,cocH,

NO, NaOH
+ CH,COCH; ——> NO,

N aJr
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2.1.25. Oxalat

e Phan tng v6i CaCl, cho két tia trang CaC,0,, tia nay khong tan trong cac
acid vb co, khong tan trong acid acetic loang.

e Lam mit mau dung dich KMnO, trong méi trucng acid :
2MnO, ~ + 5C,0,% + 8H* = 2Mn*"+ 10CO, + 4H,0

2.1.26. Peroxyd

e Phan tng véi K,Cr,0, trong méi trusng acid:

Cr,0,> + 4H,0,+ 2H* = 2H,Cr,0,+ 3H,0
(acid pecromic)

Acid pecromic ¢6 mau xanh dugc chiét bing ether (acid nay dé bi phan
huy trong méi truong nuéc).

e Phan ting véi KI giai phéng I, c6 mau do:
H,0,+2I"+2H" = 1,+2H,0

2.1.27. Phosphat

e Phan tng v6i (NH,),MoO, trong moi truéng HNO,: cho tuia mau vang
(lugng it cho dung dich mau vang) amoniphosphomolipdat
(NH,);[PMo,,0,]:

H.PO, + 12(NH,),Mo0, + 21HNO, — [NH,]3P[Mo,,0,,] + 21NH,NO, + 12H,0

e Phan tng véi AgNO,: cho két tia bac phosphat mau vang, tiia nay dé tan
trong acid v6 c¢é va dung dich amoniac:

PO + 3Ag* = AgPOJVéng

2.1.28. Salicylat (C,H,0HCOO")

Phan ting véi dung dich FeCl; loang cho phiic mau dé tim Fe(OH),C,H.0,

e Phan tng v6i HCI loang cho tua acid salicylic CCH,OHCOOH (c6 d6 nung
chay 156°C - 161°C).

2.1.29. St (Il)

Phan ting v6i dung dich kalifericyanid tao thanh tua c6 mau xanh lam
(ndng d6 nho cho dung dich keo mau xanh 1o).
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Khong tan trong dung dich HC1 2M:

3Fe ** + 2K,[Fe(CN)s] = Fe;[Fe(CN)], ¥ xanh + 6K*

2.1.30. S&t (1)
e Phin ting v6i KCNS tao phiic mau d6 Fe(CNS), ®™*; (x ti 1-6). Phtic nay
chiét dugc trong ether, alcol (hoéc mat mau khi thém Hg?)
Fe  + x(CNS") = Fe(CNS), ¢ (d0)
Fe(CNS), + Hg ** = Hg(CNS), ? + Fe**

e Phan ting v6i kaliferocyanid tao thanh tia xanh lam khong tan trong dung
dich HCI 2M :

4Fe’ + 3K,[Fe(CN)y] = Fe,[Fe(CN)y, | xanh + 12K*

2.1.31. Silicat

e Hgp chat cua Silic khi dun v6i H,SO, dic va NaF (hay CaF,) trong chén
bach kim hay chi sé tao ra tetraflorid silic SiF, 6 dang hoi (hoic
hexaflorosilicat SiF;), dé bi thuy phan tao ra tia 1a acid metasilisic H,SiO,
(hoac acid octosilisic H,S10,).

e Phan {ing v6i amonimolipdat trong méi truong HNO, cho tia mau vang :

H28i03 + 12(NH4)2MOO4 + 20HN03 = (N H4)3[Si|\/|012040] +20NH4NO3+ lleo

(amonisilicomolipdat)

2.1.32. Stibi (musdi)

Cho phan ting v6i natrisulfid (Na,S) tao thanh tua Sb,S, hodc Sb,S; c6
mau vang cam. Cac tua nay tan trong dung dich sulfid du ho#c polysulfid
kiém hay amoni cho cac mudi SbS;™ ho#c SbS,.

Ghi chu:

Thuong hoa tan cac dang ciia muéi Stibi bang dung dich natrikalitartrat,
khi d6 Stibi ¢ duéi dang muéi noi phtic tartrat kép K va Sb dé tan: KOOC-
CHOH - CHOH-COOSbO. Sau dé6 cho phan tng tao Sb,S; hoac Sb,S..

2.1.33. Sulfat

Cho phan tng két tta véi dung dich BaCl, (tao tia BaSO,) mau tring,
tua nay khong phan tng véi I,, SnCl, ...).
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2.1.34. Sulfid (S%)
e Tac dung véi HCl loang giai phéng khi H,S c6 mui thoi
e Phan ting v6i Pb?* tao két ttia mau den PbS.
2.1.35. Bisulfit va sulfit (HSO,” va SO,>)
e Tac dung véi dung dich HCI giai phéng khi SO, c6 mui dic biét.
e Lam mat maul,:
SO, +1,+ H,O = H,SO,+ 21"
2.1.36. Tartrat (C,H,0.*> va HC,H,0;")

Khi phan ting véi H,SO, d#c + resorcin: acid tartric gidi phéng ra va
phan huy thanh aldehyd glycolic OHH,C-CHO, chit nay sé tao mau tim dam
v61 resorcin.

2.1.37. Thiosulfat
e Phan ting 1am mat mau dung dich L,;
S,0,7+1, = S,0,> +2I
e Tac dung véi HCI cho két tua S va giai phéng khi SO,;:
S,0,> +2H* = S{ +S0,T+H,0
e Tac dung v6i AgNO, cho két tia vang chuyén dan sang den:
S,0,7 + 2Ag" = Ag,S,0.dvang — Ag,Slden

2.1.38. Thuy ngan (I va ll)
e Phan tng héon hong véi dong:
Hg**+ Cu = Hg+ Cu*

Khi lam, trén miéng dong sé thay vét hén hong sang béng, d6t néng vét
béng sé mat (vi Hg bay di).

e V6iKI:
24 ) , +2T - . N
Hg + 2I' = Hglh ¢do —— Hgl; (khong mau)
+ - 2-
ng2 + 2I' = nglzwéng luc +—2I> Hgl, + Hg ¢den
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2.2. THU GIGI HAN CAC TAP CHAT TRONG THUOC

2.2.1. Muc dich

X4c dinh giéi han tap chat trong thude thuc chat 14 thi d6 tinh khiét ctua
thudc nhdm xac dinh pham chét ctia thude. Néu thudce cang tinh khiét thi hiéu
qua tac dung cang cao.

Céc tap chét trong thudc méc du rat nho nhung né cé thé:

+

Gay tac hai cho stic khoé (thi du tap chat bari tan, arsen, chi ...).

Gay hién tugng tuong ki hoa hoc, anh hudng dén pham chat hay d6 bén
viing cua thudc.

Mot s6 tap chét c6 thé khong c6 tac dung c6 hai nhung lai 1a nhiing
chat xtdc tac ddy nhanh qua trinh phan huy thuéc (thi du: cac vét kim
loai, d6 4m ... ).

Mot s6 tap chat khong gay hai, khong gay tuong ki hoa hoc, khong lam
phan huy thudc, khong gay phan ting ho4 hoc ... nhung né biéu thi cho
mic d6 sach (hay mtic d6 tinh ché chua du) ctia thude.

Khi biét mtc do tinh khiét ctia thudc (dic biét trong truong hgp khong
dat yéu c4u) cho phép xem xét cac ngudn goc gay ra cac tap chat nay va
tim bién phap khac phuc. Cac nguyén nhén c6 thé la:

Nguyén liéu, phu liéu hosc ban thanh phdm dung dé san xuét thudc
chua du d6 tinh khiét.

Qui trinh san xu4t da qui dinh khéng dudc thuc hién nghiém chinh.
Anh hudng ctia cac dung cu sti dung.
Phuong phap san xuat chua tot.

Trong qua trinh bdo quan, cac phan tng phu do nhiéu yéu té nhu: moi
truong, van dé vé sinh, chat bao quan ... lam phat sinh céc tap chat.

Do dung y gian 1an ctia ngudi san xuit...

Béi vay, TCVN (Dudc dién) va TC thuong qui dinh cho phép mdi thudc chi
dudc c6 nhiing lugng rat nhé cac tap chit nhat dinh dé bao dam cho thudc d6 cé
do6 sach nhat dinh tic 1a thuéc c6 chat lugng, dat hiéu qua tac dung cao nhAt.

2.2.2. Phuong phap xac dinh gidi han tap chat trong thuéc

2.2.2.1.

Phuong phap xdc dinh

Xac dinh giéi han tap chat trong thudc tic 1a xac dinh xem cac tap chat
c6 vudt qua giéi han cho phép hay khéng, cac phan ting thi tap chat c6 tinh
ch4t ban dinh lugng va duge thuc hién bang phuong phap so sanh:

L4y hai binh (thudng 1a 2 6ng nghiém) dé thuc hién phan tng.
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Binh 1: L&y mét thé tich dung dich thudc dem thi.
Binh 2: L&y mot thé tich dung dich mAu. (Dung dich méu 1a dung dich c¢é

chtia tap chat can thi véi sé lugng cho phép).

Sau dé tién hanh song song phan ting thi tap chat véi cung mot thude

thi. So sanh két qua phan ting 6 hai binh (thudng 1a so mau hoic so d6 duc) ti
d6 xac dinh dudgc giéi han tap chat cAn thi c6 trong mau thuéc dem thu.

Trong qua trinh thuc hanh can phai theo cac qui dinh sau:

Nuée va nhiing hoa chat, thude thu st dung khong dudc c6 tap chat
dang can thu.

Khi pha dung dich mau phai st dung can phan tich va dung cu thé tich
chinh xac.

Hai binh phan tng dé so sanh phai giéng nhau: bang thuy tinh khong
mau, c¢6 dudng kinh bang nhau, dd day nhu nhau...

Khi so sanh, quan sat dd duc thi nhin ti trén xuéng, quan sat mau thi
nhin ngang trén nén trang.

Phai cho cac thudc thii vao hai binh phan ting giéng nhau vé: thoi gian,
6 lugng va thé tich cudi.

Khi phan tich, néu phat hién dudec mot tap chat la thi phai ghi lai va
bao céo.

2.2.2.2. Pha cdc dung dich mau

Pé pha dung dich mAu cua moét tap nao doé, chi can can lugng chinh xac

chat tinh khiét cta tap do (chat goc) pha vao mot thé tich x4c dinh theo tinh
toan ta sé dugc mAu tap chudn c6 néng do xac dinh (thudng biéu thi theo
mg/ml; % ho#c phan triéu).

e Thi du: Pha dung dich miu Cl' nhu sau:

Dung dich A: Can chinh xac 0,8238g NaCl tinh khiét hoa tan trong
nuée va thém nude cho du 1 lit (dung binh dinh mitic). Puge dung dich
c6 chta:

355x0.8238 _ ) 15054 c1—/1ml
58,5x1000
Dung dich B (dung dich mau chudn dem tht): LAy chinh xac 1™ 00
dung dich A pha loang bang nuéc cho da 100,0 ml. Dung dich nay c6
. 0,0005
chiia

=0,000005g CI" /ml(tuong duong 0,005 mg Cl/ ml hay

dung dich 0,0005% hoéc 5 phan triéu).
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2.2.2.3. Pha dung dich dé thur

Dé pha, gia thiét mau dem kiém tra c6 chita mot lugng tap chit cho phép
tol da, tir d6 tinh hé s6 pha lodng thich hdp, sau d6 tién hanh pha theo tinh
toan nay.

e Thi du: Pha dung dich dé thi tap Cl” trong paracetamol (theo tiéu chudn
CI” khéng duge qua 0,01% ):

Vi dung dich mau Cl~ khi dem tht 1a dung dich cé chtia 0,0005% (hay 5

001 =20 = Ta cé

phan triéu). Do d6 hé s6 pha loang dung dich thi sé 1a
cach pha nhu sau: Can 1,000 g paracetamol hoa tan trong nuéc cho dua 20,00
ml, loc. Lay 10,00 ml dich loc dem thti va so sanh véi 10, 00 ml dung dich mau
chuan CI” 0,0005%.

(Thuong trong Dudc dién hoac TC c¢é ghi rd cach pha dung dich dé thi 1a
dua trén co s6 tinh nay).

2.2.3. Mot s6 thudc thir trong cac phan ting hoa hoc dé xac dinh gidi han tap chat

lon can thir ., , .
o Thuoc thu San pham Hién tugng quan sat
(tap chat)
Cr AgNO, AgCl | Tda tréng
SO,* BaCl, BasSO,{ Tda tréng
Hg Mau vang (néu nhiéu co
NH,* Nessler i
: Y NHy| I nau dd)
g
Ca* (NH,),C,0, CaC,0, 4 Tda tréng
Gidy tdm HgCl, chuyén
Arsen Zn + HCl AsH," y tam Fgih, chly
tu vang sang nau
= Nazs (st)
Kim loai nang PbS { DPen ho#c nau
- thioacetamid
- acid mercapto- . N
) - Feri mercaptoacetat Mau hbéng
Y acetic
Sat
, o — Ferisulfisalicylat D6 nau hay vang
- acid sunfosalicylic
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0—1?,1/3
8-hydroxyquinolin AN Mau vang rom
Nhém PP
(3 pH ~6) (tan trong CHCI,)
(oxyquinolat nhém)
8-hydroxyquinolin Mau vang
Magnesi Oxyquinolat Mg (tan trong CHCL,)
(6 pH ~10) g 3
Phosphat Sulphomolybdic (NH,)sHA[P(M0,0-)s] Mau vang
Kém K,[Fe(CN)g] K,Zn,[Fe(CN)gl, Tda tréng

2.3. CHUAN PO ACID - BASE TRONG MOI TRUGNG KHAN

Chudn d9 trong méi truong khan dua trén phan tng trung hoa gitia
acid va base. Cho dén nay c6 thé théng ké 4 thuyét chinh phat trién khai
niém acid - base:

» Thuyét dién ly acid - base trong méi truong nude cia Arrhenius - Ostwald
» Thuyét proton ctia Bronsted-Lowry,

» Thuyét dién ti ctia Lewis,

» Thuyét acid - base téong qudt cua Usanovich.

Véi muc dich giai thich ting dung cac phan tng acid - base trong kiém
nghiém thuéc, ching ta xt dung thuyét proton ctia Bronsted - Lowry. Theo
thuyét nay, acid va base tao ra nhiing cédp acid - base lién hgp, ching khac
nhau mot proton. Phan ting acid - base 14 phan ting gitia 1 acid va 1 base
thudc hai cdp acid - base lién hgp: acid 1/ basel va acid 2/ base 2.

Acid 1 + base 2 == Acid 2+ base 1

C#p thi hai c6 thé 1a phan tu chit tan hodc phan ti dung méi. Phan tng
acid - base 1a phan tng cho nhdn proton.

2.3.1. Vai tré cta dung moi
Trong phan tng acid - base, dung moéi ¢6 thé tac dong theo 2 hudng.
e Solvat héa chdt tan:

Néu dung mbi c6 tinh acid, né lam ting tinh base cta ch4t tan B
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Vi du:
B+HS = BH'+ &

_|_
R—NH2 +CH3COOH—>R N H3 +CH3COO_

Ngugc lai néu dung moéi c6 tinh base, né sé tiang tinh acid ctia chat tan HA
HA+S =— A +S'H

Trong cac dung méi trd (dung moi khong cho hodac khong nhan proton),
qua trinh solvat héa dugc thuc hién do co ché khac (lién két hydro, phic =, luc
Van der Waals).

e Tdc dong lén qua trinh dién ly cua cap ion:

Trong dung méi c6 hing s6 dién méi 16n (nuée, formamid) hau hét cip
ion tao ra do quéa trinh solvat héa chat tan déu phan ly thanh céac ion tu do.
Ngugc lai, trong dung mdi c6 hing sd dién mdi & bé, cac ion chu yé&u ton tai
dudi dang cép ion.

Qua trinh dién ly cta cip ion do hing s6 & quyét dinh. C6 thé phan chia
sd bo nhu sau:
— &> 50 nhu nuéc, formamid, dimetylsulfoxid: acid va base ton tai chu
yéu duéi dang ion tu do .
— &< 30 nhu ethanol, aceton: ton tai nhiéu cip ion
— €< 10 nhu benzen, cloroform, acid acetic: ton tai cip ion la chu yéu.
CAn luu ¥ 12 hang s6 € chi tac déng 1én qua trinh dién ly cta cip ion. Néu
trong phan tng acid - base khong tao ra cac ion c6 dién tich ngude dau, do d6
khéng tao cap ion thi hang s6 ¢ it tdc dong 1én qua trinh dién ly.
Phuong trinh téng quat mé ta qda trinh ion héa (thé hién & hing s6 K))
va qua trinh dién ly (thé hién 6 hing s6 K,) ciia chat tan HA trong dung méi S
duge thé hién nhu sau:

k, ky
HA +S HS'A™ = HS"+A
\2 \2
solvat héa dién ly

2.3.2. Khai niém pH
+

Trong dung dich nuée, ngudi ta dinh nghia pH = - Igay
Trong dung méi khan, ngudi ta xac dinh pH biéu kién.
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Thang nay lién quan dén hing s6 tu dién ly Kq ctia dung méi.

HS + HS H,S++ S
H,S* 14 ion lionium, S 14 anionlyat, pH biéu kién 14 pH = - 1g a, . 0day
Ayg - AT = Kq

Vi du:

2 CH,COOH = CH,COOH," + CH,COO

K = [CH,COOH,* ] [CH,CO0]

2C,H.OH = C,H,OH," + C,H.O

Ks = [C,H;0H," ] [C,H;0]
Do dai caa thang pH biéu kién tuy thudc vao hing s6 tu dién ly caa dung
moi. Vi du:
Methanol: pKg_= 17
Ethanol: pKgq =20
Acid acetic: pKg = 6,35

2.3.3. Xac dinh diém tuong duong

Dinh lugng trong méi trudng khan thuong duge thuc hién bing cach
chuéin d6. P& phat hién diém tuong duong thudng dung 2 phuong phap:
e Chi thi mau pH:

Theo ddi sy d6i mau ctia chi thi. Thudng diung tim tinh thé, tim metyl.
Ngoai ra con dung cac loai chi thi mau hén hop.

e Chi thi do thé:

O day dién cuc so sanh c6 thé 1a dién cuc calomel hoidc bac clorid, dién
cuc chi thi thudng 1a dién cuc thuy tinh (néu cé thé, dung dung dich trong bau
thuy tinh c6 cung dung moéi véi moéi trudng chuan do).

Dé c6 két qua tin cay khi chuéin d6 trong moéi trudng khan can luu §:

— Khi xac dinh diém tuong duong theo déi su thay ddi cua dién thé,
khéng phai cua pH,

— CAan trung hoa dung méi truée khi chuén d9,

— Can xt ly dién cuc chi thi phu hop.
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2.3.4. Ung dung kiém nghiém thudc
Chuén do6 trong méi trudng khan dude ap dung khi:

— Ch&t phan tich khong hoa tan trong nude. Trong kiém nghiém thude,
thuong gip cac acid va base c6 khoi lugng phan ti 16n it tan trong nuéc.

— St acid, base qua yé&u trong nudc nén khé phat hién diém tuong duong.
— Cac acid, base da chiic c6 cac hang s6 dién ly trong nuéc it khac biét nhau.
Sau day sé giéi thiéu cac loai dung méi, dung dich chuén trong dinh
lugng cac acid va base.

2.3.4.1. binh lugng acid

Céc chit hitu co c6 tinh acid yéu thudng duge chuin d6 bang base trong
moi truong khan nhu:

— Cac acid carboxylic,
— Dan xuit enol, imid, sulfonamid,
— Dan xuat thé phenol nhu polyclorophenol, polynitrophenol.
— Hbn hgp cac chat cé tinh acid hoac acid da chiec .
e Dung moi

Thudng chon dung moéi cé tinh base dé tang tinh acid cta ch&t phan tich
nhu: pyridin, dimetylformamid (DMFA). Ngoai ra tert - butanol thuong duge
dung lam dung méi cho chuén dd acid carboxylic, din xuat cta phenol.

e Dung dich chudn
Thuong dung cac dung dich chuén base nhu:

— KOH trong alcol (thuong dung trong methanol),
—  Metylat kim loai kiém nhu natri, kali,

—  Tetraalkyl amonium hydroxyd: thuong dung tert - Bu,NOH trong hén
hgp dung mo61 benzen - methanol (95:5).

Khi dung cac dung dich chuén nay can luu y:

— Dung dich chudn kim loai kiém giy sai s6 base cho dién cuc thuy tinh
khi chudn d6 do thé.

— Dung dich chuén R,NOH la base manh, manh hon dung dich hydroxyd
kiém nhu KOH, cho nén c6 thé chudn do cac acid rat yéu. Tuy nhién
cac dung dich nay c6 2 nhuge diém:

+ Dobe do ¢6 benzen
+ Pha ché& mat nhiéu thoi gian, khé bao quan (dé phan ting véi CO, cua
khong khi).
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o Chdt chudn
Céc chat chuén acid thudng dung la:
— Acid benzoic: C(H,COOH, E=M = 122,12
— Acid succinic (CH,COOH),, E = M/2 = 59,05
— Acid sulfamic NH,SO,H, E =M = 97,09
— Kalihydrophtalat, E = M = 204,22.
e Phdn w#ng chudn dé
L&y dung méi dién hinh 1a pyridin

HA + C.H.N =—= C.H.N+HA
Dé chuén do cac enol, thiol, ngudi ta thusng thém AgNO, vao mdi trudng

R-SH + C.H.N + AgNO, — R-SAg + C.H.N"HNO,

2.3.4.2. binh lugng cdc base hiiu co

Céc alcaloid va base nitd tong hgp thudng duge chuan do bang cac acid
chuéin trong dung méi acid.

e Dung moi

Dé ting tinh base clia chdt phan tich ngudi ta dung cac dung moéi acid
nhu acid acetic khan.

Acid acetic khan thudng dudc xti dung phé bién nhat vi it doc, ré tién.
Dang anhydrid acetic ciing hay dung vi ¢6 thé dinh luong cac base rit yéu.
Hon niia bude nhay thé § diém tuong duong trong anhydrid acetic thudng 16n
hon trong acid acetic. Tuy nhién anhydrid acetic ¢6 nhugde diém 1a dé acetyl
héa cidc amin bac nh4t va bac hai nhat 1a khi dun néng.

(CH,C0),0 + R-NH, — CH,CONHR + CH,COOH

Trong truong hdp dinh lugng amin khéng dung dung méi nay. Ngoai acid
acetic, acetonitril dugc dung dé dinh lugng cic base véi dung dich chuén acid
percloric trong 1,4 dioxan.

e Dung dich chudn

Dung dich acid percloric trong acid acetic khan thuong dudc dung nhiéu
nhat. Dung dich nay pha ché tit acid percloric thuong mai 72% (kI/kl). Vi vay
khi pha ché phai thém anhydrid acetic dé loai nuéc va dé 48 gis trudc khi dung.

Ngoai acid acetic khan, con diung 1,4 dioxan dé pha dung dich chuén acid
percloric. Dung dich nay kém 6n dinh, dé chuyén thanh mau nau trong qua
trinh bao quan. Vi vay chi pha va st dung khi can thiét.
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o Chdt chudn
Thuong dung kali hydrophtalat.
e Phdn ing chudn dé
Thuong dugdc viét thanh 2 giai doan
— Solvat héa
RNH, + CH,COOH — > RNH,"CH,COO

— Trung hoa
RNH,"CH,COO + HCl10, — RN'H,Cl'O, + CH,COOH

Né&u chat can dinh lugng it tan, phai dun néng. Nhung can than trong vi
c6 thé acetyl héa chiic amin I hodc amin II. P6i khi ngudi ta thém acid formic
vao dung méi acid acetic khan thay cho dun néng dé lam ting d6 tan (do hang
s6 € cia dung moi tang 1én).

2.3.4.3. binh lugng cdc mudi

Nhiéu dugc chat 12 muéi cia cac base hitu co. Chon phuong phap dinh
luogng chung trong acid acetic tuy thudc vao anion tao muéi véi base.

e Mudi cua cdc acid yéu hon acid acetic BH'Y

Y 1a anion propionat, maleat, benzoat, salicylat,... Trong truong hop nay
mudi BH'Y" duge chuén d6 truc ti€p nhu mot base bang HCIO,:

Anion Y- dugc trung hoa biang HCIO,. Vi vay phan ting khong dic hiéu.
e Muéi cua acid manh hon acid acetic BH'X
X 1a cac halogenid, anion sulfat. Nguoi ta phan ra hai truéng hgp:
—  Muéi halogenid (thuong hydroclorid, hydrobromid)

Cach don gian nhat 14 dinh lugng X nhu Y trong truong hop trén.
Nhung néu X~ 14 base rit yéu sé khong phan tng toan lugng véi HCl1O,. Dé
giai quyét khé khan nay, ngudi ta dung 2 phuong phap:

+ Phuong phap Pifer - Wollish

Thém vao méi trudong mot luong du Hg(Il) acetat dé giai phéng ion
acetat. Trong mdi trudng acid acetic, né 1a base manh dugc chuan bang HC1O,

9BH*X + Hg(CH,CO00), — 2CH,COO'BH*+ HeX,

2CH,COO'BH" + 2HCIO, — 2CH,COOH + 2BH*CIO,

0 day dinh lugng mudi BH*X thong qua anion CH,COO' (thay cho anion
X)) tuong tu Y trong truong hop trén.
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+ Phuong phap Billon

Hoa tan mudi trong ethanol, BH* trong dung méi nay la acid tuong dé1
manh, c¢6 thé duge trung hoa bing NaOH 0,1N. Phan tng dinh luong trai qua
2 giai doan

Pau tién thém mot lugng du HCl dé chuyén hét base B (néu cé trong
BH*X) sang dang mudi

B+HCI —> BH"+CI
Hén hgp BH*X" va HCI du dugc trung hoa bing NaOH

HCl+ NaOH — NaCl+ H,0
BH* X'+ NaOH — NaX+ B+ H,0

Phat hién diém tuong duong bang chudn do do thé: c6 2 bude nhay thé
ting véi trung hoa HCI du va BH*X trong mau phan tich.

Nhuge diém chinh ctia phuong phap nay 1a su chénh léch stic acid caa
HCI va BH*X phai dua 16n dé c¢6 2 budec nhay. Mt khac B 1a base khong qué
yéu trong ethanol.

—  Muoi sulfat

H,SO, c¢6 thé tao nhiéu dang mudi véi base hitu ¢ don chiic (stricnin,
atropin) hoac da chiic (quinin).

+ Muéi dang BH'HSO, ¢ day anion HSO, 1a base khd manh c6 thé dinh
lugng bang HC1O, trong acid acetic.

+ Néu base hiiu cd tao muéi trung tinh: dang (RN),H,SO, hoic
(RNH",S0,* nhu strycnin sulfat, atropin sulfat

(RNH"), SO,> + HCIO, — RNH'CIO, + RNH'HSO,
Vé6i quinin bisulfat cling xay ra tuong tu
R (NH"), SO, + HCIO, —» (NH*HSO,)R (NH*. C1O,)
1 mol HCIO, ting v6i 1 mol mudi sulfat
+ Muéi khong trung tinh nhu quinin sulfat basic
R(NH*N), SO,*+ 3 HC1I0, —* (N'H C10,)R(NH*HSO, ) + RINH*C10,),

1 mol mudi can 3 mol HCIO, dé trung hoa.
—  Muadi tetraalkyl amonium bac bén

Cation R,N* ¢6 thé lién két véi hydroxyd, halogenid (X), phosphat. Cac
anion tham gia vao phan ing trung hoa nhu mot base.
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. V6i hydroxyd: trung hoa truc tiép bang HCIO,
+ V61 halogenid: thém Hg (II) acetat nhu trong phuong phap Pifer -
Wollish.

2.4. XAC DPINH HAM LUGNG NUGC BANG THUOC THU KARL FISCHER

C6 nhiéu ky thuat xac dinh ham lugng nudc trong chat rén, trong dung
moi hiiu co. O day giéi thiéu phuong phap dung thudc thu Karl Fischer dua
vao tinh chat oxy héa cua iod.

2.4.1. Nguyén tac

Thudc thi nay gbm c6 iod, SO,, methanol va pyridin. Hén hop phan ting
v61 nude theo hai phuong trinh sau:

C.H.N.L, + C,H.N.SO, + C.H.N + H,0 — 2C.H,N.HI + C;H,N.SO0,
C,H.N.SO,+CH,0H —» C,H,N(H)SO,CH,
Hén hgp c¢é luong 16n pyridin nén cac chat tham gia phan Gng va san
phdm déu tén tai duéi dang phiic. Phan @ng dau tiéu thu 1 phan td nudc.

Phan tng tht 2 x4y ra khi c6 du CH,;OH 1a can thiét, quyét dinh sy thanh
cong ctia chuén do vi phiic SO, ciing phan ting véi nudc

C.H.N. SO, + H,0 — C.H.N(H)SO,H

P4y 1a phan tng phu. D& loai b phan ting nay, ngudi ta ding methanol
du trong hén hop.

2.4.2. Pha ché va xac dinh dé chuan

e Pha ché:

Co ché& phan ting chi rd mot phan ti iod oxy hoa mot phan ti SO, tiéu
thu mot phan tli nudc trong moi truong c6 du pyridin va methanol. Khi pha
thudc thi nguosi ta dung mot lugng du SO, va pyridin. Vi vy phan ting ctua
thudc thi véi nuée do lugng I, quyét dinh. P chuén ctia thudc thi thuong 2
dén 5 mg H,0/ ml. Lugng SO, du gap 2 lan, pyridin gdp 3 - 4 1an.

Do chuin caa thudc tht giam dan trong qua trinh bao quan. Vi vay
thuong chi pha ché truéc 1 - 2 ngay. Cé truong hgp pha thanh hai dung dich:

Dung dich A: SO, va pyridin trong methanol,
Dung dich B: I, trong methanol khan.
Khi dung tron 1 thé tich A v6i 1 thé tich B.
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e Xdc dinh dé chuén cua thude thi: cé 2 cdch.

1. Xac dinh ham lugng nude dudi 1%, ngudi ta chon mot héa chat c6 ham
luong nude két tinh xac dinh, sy kho dé loai 6 Am. Cho thudc thi tac dung
v6i héa chat réi tinh ra duong lugng. Mudi natri tartrat dihydrat (C,H,Na.,.
2H,0) hay dudc lya chon.

2. Xac dinh ham lugng nudc trén 1%, xac dinh ham lugng nuéc theo dung
dich chuédn nuéce/ methanol.

2.4.3. Xac dinh diém tuong duong
Hai cach phé bién x4c dinh diém tuong duong cta phan tng dinh lugng:

1. Theo lugng thira cta iod khi nuéc da phan dng hét. Su d6i mau do
thita thuéc thu.

2. Chuén d6 amper véi 2 dién cuc platin (chuén d6 dén diém ding). Mot s&
nha san xudt cho ra ddi cac dung cu chudn d6 tu dong dung thudc thi Karl
Fischer.

2.4.4. Ung dung

Thuéc thi Karl Fischer dudc dung dé xac dinh ham lugng nudc trong
nhiéu dang mau khac nhau. Dua vao déc diém ctia mau ngudi ta xay dung qui
trinh phén tich cho phu hgp.

= Néu méu dé tan trong methanol, ngudi ta dung chuin do truc tiép
nudc trong cac chat hiiu co nhu acid, alcol, ester, anhydrid, ké ca cac
mudi ngadm nudec.

= Néu mau it tan trong thudc thi, ngudi ta diing chuan d¢ thita tri: cho
mot lugng thita thudc thi. Sau thoi gian phan tng thich hgp, xac
dinh lugng du bing dung dich chuén nudc trong methanol.

= Mot cai tién khac 1a chiét héi luu nuéc trong mau bang methanol
khan. Xac dinh lugng nuée chiét xuat duge bang chuin do truc tiép.
Ky thuat nay rat thich hdp cho dinh lugng nuéc hap thu, nudc két
tinh.

*» Can luu ¥ 14 mot s6 phan tng héa hoc can tré phuong phap Karl
Fischer do tao thanh nuéc sau phan ing:

— Cac hop chat carbonyl tac dung véi methanol:
R-CHO +2CH,0H —* R - CH (OCH,), + H,0
—  Oxyd kim loai phan tng véi HI

MO + 2 HI — MI, + H,0
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Ngoai ra cic chat oxy héa khi ciing thuong can tré phuong phap Karl
Fischer vi chit oxy héa sé phan tGng vé6i iodid 1 san phdm cta thudc thi, con
chat khi phan Gng véi iod ctia thudc thi.

2.5. DINH LUGNG MOT SO CHAT HUU CO PA CHUC BANG THUOC THU PERIODAT

2.5.1. Nguyén tac

e Day la phuong phap dinh lugng dua vao tinh chat oxy héa cua cap I/ I°*.
Tuy theo miic d6 hydrat héa cua I,0, ta ¢6 2 dang acid:

O, + H,O — 2HIO, : acid metaperiodic
,O,+ 5H,0 — 2H;I0,: acid paraperiodic

Trong dung dich nuéc cac acid va ion periodic ndm & trang thai can béng,
H,I0, , 10, , H,IO.%.

Cép oxy hoa khi periodic
H,I0,+ H" +2¢ = 10, + 3H,0
Thé chuén khoang 1,6 V. Periodat 1a chit oxy héa manh

e Phan {ing oxy héa cua periodat v6i cac chit hitu co duge du béao theo 4
nguyeén tac sau:

— Bé gay lién két C — C ¢6 mang 2 nhém chiic ¢ canh nhau nhu: chiic
C=0.-NH,, - OH.

— Nguyén ti C ¢6 nhém chiic — OH bi oxy héa thanh aldehyd hoéc ceton .

— Nguyén tit C ¢6 nhém chiic ceton duge chuyén thanh acid - COOH.

— Nguyén ti C c6 nhém - NH, sé chuyén thanh aldehyd dong thoi tao ra NH.,,
Ba phan tng sau minh hoa 4 nguyén tic trén

H,C - CO - CO - CH, + HIO, + H,0 — HIO, + 2 CH,COOH

9H,C - CO - CH(OH) - CH, + H,0 + HIO,— HIO, + CH,COOH + CH,CHO

H.C — CH, + HIO, —— 2HCHO + NH, + HIO,

HO NH,

e Trong cac phan tGng trén, ngudi ta thudng dinh lugng bing cach cho thia
thuoc thu HIO, vao mau phan tich. Sau khi phan tng két thic cho lugng
du As,0, va dung dich KI. Iod giai phéng dugc chudn bang dung dich
Na,S,0,. Song song lam mdt mau trang. D6 1a nguyén tic ctia phuong
phap Fleury. Cé trudng hdp ngudi ta dung phuong phap iod dé xac dinh
noéng do periodat chi véi lugng du KI, khong can dung As,O..
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e Dung dich chudn

Néu phan ting oxy héa thuc hién trong méi truong acid nhe dung dung
dich H,IO,. Néu trong méi truong acid manh dung dung dich NalO, ho#c
Na,H,I0, (thuong pha trong dung dich H,SO,).

Dinh lugng thuong tién hanh theo cach gian tiép, c6 hiéu chinh véi mau
trang.

2.5.2. Ung dung

e Ngudi ta it quan tdm dén tng dung cta chuin do periodat cho dinh lugng
cac chét khit vo co bdi ¢6 nhiéu thuéce thi oxy héa dé thuc hién, khéng dat
tién nhu Cr,0,*, MnO,’, I,. Ngudc lai ngudi ta chi y dén phan tng cua
periodat vé6i cac chat hiiu co da chiic do tinh chat oxy héa chon loc cta né.
Trubc day cac phan tng nay dude dung trong phan tich ciu truc. Hién nay,
tinh oxy hoéa ctia periodat dugc st dung trong phan tich dinh lugng.

e (6 thé dung thudc thi periodat dé dinh lugng nhiéu chat hitu co nhu:
— Cac a .diol: etylenglycol, propradiol 1,2
— Polyol : phan ting téng quat
H,COH — (CHOH), CH,OH + (n+1) HIO,—» 2HCHO + (n) H-COOH + (n+1)HIO,+ H,0
Canluuyla:
+ S0 phan ti formadehyd tao thanh bang s6 chiic alcol bac nhat.
+ S6 phan ti acid formic tao thanh bang sé chtic alcol bac 2.

V6i cac aldose ta c6 thé viét:

CH,O0H-(CHOH),-CHO+(n+1)HIO, ——» (n+1)HIO,+HCHO + (n+1)HCOOH
— Cac a diamin nhu etylen diamin, oo amino - alcol nhu ephedrin.

— (€6 thé minh hoa tng dung ctia phuong phéap periodat théng qua dinh
luong glycerin cua Duge dién Phap X

+ Dung HIO, ¢6 du dé oxy héa hét glycerin
+ Thém propylenglycol dé loai hét HIO, du

+ Dung dung dich chudn NaOH trung hoa hét acid tao thanh sau phan
tng (HIO, va HCOOH)

+ Song song lam mot mau trang. Tinh két qua dua vao lugng NaOH da
dung cho mau phan tich va mau thu.

2.6. UNG DUNG CAP ION TRONG KIEM NGHIEM THUBC

Ky thuat tao cip ion duge trién khai ddu tién trong phuong phap chiét
16ng - 10ng v6i muc tiéu tang hiéu suidt chiét tit dung dich nudc cia mot s6 ion.
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Sau d6, k¥ thuat nay dudc tng dung nhanh chéng dé dinh lugng nhiéu dudc
ch&t mang tinh acid hodc base dudi dang phén tich thé tich hodc do quang.
Hién nay, k§ thuat tao cap ion da xAm nhép vao linh vuc sic ky khong chi dé
danh gia chat lugng thudc ma ca trong nghién ctiu duge dong hoc va phan tich
hoéa sinh. Trong pham vi gido trinh kiém nghiém thuéc, ching t6i chi trinh
bay so luge khai niém vé cip ion va nguyén tic Gng dung cta no.

2.6.1. Binh nghia cap ion

Cap ion duge hinh thanh do tucong tac tinh dién gitia 2 ion ¢6 dién tich
trai dau: 1 ion duong va 1 ion Am. Theo thuyét lién hgp Bjerrum (nam 1926)
thi hai ion solvat héa c6 dién tich trai ddu khi chuyén dong nhiét trong dung
dich sé tién lai gdn nhau do lyc hit Couloms. D&n mét khoang cach nao d6
gitia 2 ion dudc goi 1a khodng cdch ddc trung q, chung tao thanh mét tiéu phan
dong hoc chuyén dong tu do nhu cac ion. Tiéu phan dong hoc dé 1a cip ion (ion
pairs). V6i cac chat dién ly dé6i xting (1 -1, 2 — 2, ... ) cdp ion tao thanh khéng
mang dién tich. Véi cac chat dién ly khong d61 xting (1-2,1-3,2 -3, ...) cip
ion c6 dién tich nhd hon dién tich ctia cac ion ban dau. Trong ca hai trudng
hop d6 din dién cta dung dich sé gidm xuéng.
Khoang cach dic trung q néi trén dude xac dinh bdi ty Ié gita nang luong

tao cdp ion va ndng luong chuyén déng nhiét trung binh tdch riéng cdc ion.
Gia tri q dugc tinh theo phuong trinh sau:

z, zk| 5

172kt
Trong do6:
z, va z, 1a dién tich cua anion va cation,
e la dién tich cua dién tu
k 14 héng s6 Boltzmann
& 12 hang s6 dién moi cia dung dich,
T 1a nhiét do tuyét dsi CK)
Khoang cach q phu thudc vao dién tich z ctia ion va hing s6 &: néu dién
tich cang 16n va € cang nho thi q cang téng, cip ion tao ra cang nhiéu.

Véi chat dién ly 1 -1 trong dung dich nuéc 6 25°C thi q = 3,6 A° (1A° =108
cm). Diéu d6 c6 y nghia 1a trong dung dich nuéc, chat dién ly 1-1 hoa tan, vi du
mudi KCl, khi 2 ion K* va Cl' 6 khoang cach q < 3,6 A° sé tao thanh cép ion.
Chung chuyén déng tu do trong dung dich nhu cac ion K*, Cl' va phén ti khong
dién ly. Cap ion trung hoa dién tich lai do va cham lam giam bét 16p vo hydrat
héa trong dung dich nuéc nén dé& chuyén sang hoa tan trong dung moéi hiiu co.
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2.6.2. Cac yéu td anh hudng dén su tao thanh cép ion

Ngoai yéu t6 dién tich z va hang s6 ¢, su tao thanh cap ion con chiu anh
hudng ctia 2 yéu té sau:

o o A2 .
e Bdc diém cua ion

Néu ion cang 16n va cang so nudc, cang it bi hydrat héa trong dung dich
nudc thi cang dé bi solvat héa bdi cac phan ti dung moéi hiiu co.

e pH cua dung dich nudc

Dé c6 thé tao cip ion ti cic chdt mang tinh acid, base thi pH dung dich
phai bao dam ton tai ca cation (tit base) va anion (ti acid).

Vi du:

— Cac alcaloid va base nitd téng hgp c6 thé mang dién tich duong khi
cong proton:

R- NH, + H* = RNH,
Ching c6 thé tao cip ion & pH acid.

— Véi cac chat ¢6 tinh acid, ching tao ra anion cting tuy theo pH:

R-COOH = RCOO +H"
Dé tao ra cap ion RN H, OOCR' cdn c6 pH thich hgp.

2.6.3. Ung dung

Ky thuat tao cdp ion dugc tng dung nhiéu trong phan tich thé tich, do
quang va sac ky.

2.6.3.1. Phén tich thé tich

Thudng dung cach chuin d6 hai pha. Vi du: chuidn d6 metoclopramid
hydroclorid (MetH*CI') bang dung dich chuén natri laurylsulfat (Na*LS") trong
hé dung moéi nuéc — metylen clorid (CH,Cl,) véi chi thi metyl d6 (MIn).

Khi anion LS phan ing v6i cation MetH" (tao cép ion MetH" LS"), anion
nay sé két hgp véi chi thi tao cip ion MInH* LS tan trong dung méi CH,CL,.
Pha nay chuyén tit mau vang (do ¢6 phan ti chi thi MIn hoa tan) sang mau &4
(mau cua ciép ion MInH* LS").
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Met H*'ClF' =— Cl + Met H*
H,0 | MIn+H* = MInH* LS + Na* NaLS
CH,Cl, Met H'LS MInH'LS

Nhiéu alcaloid va base téng hop duge chuidn do theo nguyén tic nay.
2.6.3.2. Chiét do quang

Pay la phuong phap thudng duge dung dé dinh lugng bing do 6 hap thu
cua cac chat c6 tinh acid hoéc base.
o Chiét cdc base dung chi thi mau acid:

Cac chi thi nay 1a d6i ion tao cip véi base mang dién tich duong (khi cong
hop proton) 6 pH thich hgp. Cac chi thi thuong dung thuéc nhém azoic (metyl
da cam, tropeolin 00, ...), bromophenol, bromothymol, ...

Chiét ciap ion bing cloroform va do quang. Cac alcaloid va base téng hgp
duge dinh lugng theo nguyén téc nay.

Vi du:
— Alcaloid: morphin, codein, cocain, atropin, quinin, ...
2 . .
— Base tong hgp: novocain, quinolon, ...

—  Mudi amonium béc bén: tetraetyl amonium clorid (Et,NCl), tetrabutyl
amonium iodid (Bu,NI), ...

e Chiét cdc acid hitu co

Cac acid nay khi phan ly thanh anion sé tao cédp ion véi cac cation la cac
chi thi mau base (luc malachit, tim tinh thé, rodamin va dan xuét ...).

Cac dan xuat phenol va acid hiiu co duge chiét duéi dang cip ion va do
quang nhu:

— Dan xuat phenol: 2,4 dinitrophenol, acid picric.
— DAan xu4t caa acid benzoic nhu: acid 3,5 dinitrobenzoic, acid 2 nitrobenzoic.

— DAn xudt cua acid salicylic nhu: acid 4 - nitro salicylic, acid 3,5
dinitrosalicylic.

—  Muséi alkyl sulfat: lauryl sulfat, dodecyl sulfat.

— Muéi acid hitu ¢ mach thing nhu: oleat, stearat.
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2.6.3.3. Sdc ky Iong hiéu nang cao (HPLC)

Khi x4y dung chuong trinh HPLC phan tich cac dugc chat, théong thuong
ngudi ta st dung ky thuat tao cip ion. Vi du, dé dinh lugng céc chit hitu co
mang dién tich duong, ngudi ta thudng thém vao pha déng cic chat cé thé tao
ra anion dé tao cdp nhu natri lauryl sulfat, natri heptansulfonat, natri
octansulfonat. VAn dé nay sé dugc dé cap cu thé hon 6 mén hoc cac phuong
phap sic ky trong chuong trinh cao hoc.
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2.1.

2.2.

2.3.
2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

CAU HOI TU LUONG GIA

Giai thich phan Gng thi dinh tinh cua:

— Cac ion: Amoni; Nitrat; Phosphat; Arseniat va arsenit; Thuy ngan; St

(11 va I1T)

— Phan tt: Ethanol

Giai thich muc dich ctia viéc thi giéi han tap chit trong thudc.

Trinh bay phuong phap xac dinh giéi han tap chit trong thudéc

Céc cach pha dung dich mau va dung dich thi dé xac dinh gi6éi han tap
chat trong thudec.

Trong dung dich nuéc, amin 14 mot base yéu, nhung trong dung méi acid
acetic, n6 la mot base manh. Tai sao ?

Pha dung dich chuén acid percloric bang cach 1ay 17,0 ml acid acid
percloric dic 72% (kl/kl) pha viia da thanh 1000 ml dung dich acid acetic
khan. Tinh s6 ml anhydrid acetic cAn thiét &€ phan tng hét véi lugng nude
da c6 trong 17 ml acid percloric dac da dung. Biét khéi lugng riéng cua acid
percloric 1a 1,60 g/ ml va cia anhydrid acetic 1a 1,02 g/ ml. (42,3 ml)

Viét phuong trinh phan tng gidi thich qua trinh dinh lugng acid
barbituric trong pyridin véi su c6 mat cia AgNO,. Dung dich chuén la
KOH/ methanol.

Néu chat can dinh lugng 14 mudi Na barbiturat, qua trinh phan tng c6 gi
khac khong ?

Lay 20 vién phenobarbital c¢6 khéi lugng 6,025g, nghién min, can 2,000 g
hoa tan trong DMFA, chudn d6 bang dung dich Lithi metylat 0,1000N
hét 8,50ml. Tinh khéi lugng trung binh ctia phenobarbital trong vién,
bist M = 232,2 (29,8 mg/ vién).

Can 0,6120 g diphenhydramin hydroclorid (M = 291,8) hoa tan trong acid
acetic bang. Thém 15 ml thuy ngan acetat 3,2% va chuin d6 bang dung
dich chuéan HClO, 0,1145N hét 17,12 ml. Tinh ty 1é % cta dugc chat trong
mau (93,45%).

2.10. So sanh danh gia 2 phuong phap Pifer - Wollish va Billon trong dinh

lugng mudi halogenid.

2.11. Hoa tan 0,5404g mudi vao methanol va dinh mtc thanh 50,00ml (dung
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dich A). L&y 5,00ml dung dich A thém 20,0ml methanol va chuén d6 véi
thuéc thi Karl Fischer hét 9,00ml. Khi xac dinh nuéc trong methanol &
trén da dung hét 0,80ml thuéc thi Karl Fischer cho 25,0ml. Tinh d6
chuén cta thudc thi Karl Fischer (6,21 mg H,0/ml).



2.12.

2.13.

2.14.

2.15.
2.16.

2.17.

2.18.

2.19.

2.20.

Can 0,2310 g mau phan tich hoa tan vao 10,00 ml methanol (¢ bai tap
2.11) va chuén do bing thudc thi Karl Fischer hét 2,40 ml. Tinh ty 1& %
nudc trong mau phan tich trén (5,59%).

Viét phan ting xac dinh néng do dung dich chudn H,IO, theo phuong
phap iod.

Chi r6 s6 mol clia mdi san pham tao thanh khi 1 mol cac chit sau phan
ting v6i HIO,. Viét phan ting

+ CH,0H(CHOH), - CH,0H

* CH, - OH - CHO * CH, - OH - 0O - CH,
NH, NH,
+ CH, - CH - CHO * CsH; ~ CH - CH, - CH,0H
OH OH

Vé so d6 giai thich dinh lugng HIO, du theo phudng phap Fleury.

Cé gi khac nhau gitia phan ti trung hoa dién va cip ion (xét vé ciu tao
va tinh chat).

Tai sao nhiéu cip ion c6 thé chiét duge (ti dung dich nuéc) bing dung
moi hiiu co it phan cuc?

Giai thich tai sao pH dung dich 1a yé&u t6 quan trong nhat dén sy hinh
thanh céap ion?

Cetyl pyridin clorid 14 mét base nitc bac bén c6 thé tao cip ion véi chi thi
vang metyl. Cdp ion nay dé tan trong cloroform. Anh (chi) dé xuat
nguyén tic chiét do quang dé dinh lugng base nay.

Mbét phuong phap duge dién da dinh lugng cetyl pyridin clorid duéi dang
chuén db hai pha bing dung dich chuén natri lauryl sulfat 0,004M véi
chi thi vang metyl (bai 2.19). Hay vé so d6 giai thich chuén d6 nay.
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Chuong 3

CAC PHUONG PHAP HOA LY TRONG KIEM NGHIEM THUGC

MUC TIEU HOC TAP

—  Gidi thich duogc cdch hiéu chudn mdy quang phé ti ngoai - khd kién.

—  Trinh bay dudc cdc phuong phdp dinh luong bang quang phé ti ngoai
kha kién.

—  Gidi thich va vdn dung dudc ky thudt sic ky pha ddo va pha ddo cdp
ion trong cong tdc kiém nghiém thuéc.

— Trinh bay duoc cdc phu’dng phap dinh lwo’ng bang sdc ky long hiéu
ndng cao: phuong phdp chuén ngogai, chuén néi.

3.1. PHUONG PHAP QUANG PHO PHAN TU

Phuong phap quang phé phan td: Phé UV-VIS, ph6 hong ngoai, pho
huynh quang déng vai trd quan trong trong kiém nghiém thusc. Hiu hét cac
duge dién da 4p dung phuong phap nay trong dinh tinh, dinh lugng va thi
tinh khiét cac thudc va ché pham.

3.1.1. Quang phé hap thu UV.VIS
3.1.1.1. Pé hdp thu

e Khi cho biic xa don sic di qua mét méi trusng cé chita chat hap thu thi d6
h&p thu cta bic xa ty 1é véi néng d6 cua chat hap thu va chiéu day cua méi
truong hap thu (dung dich chat hap thu). M61i quan hé nay tuan theo dinh
luat Lambert — Beer va dudc biéu dién bing phuong trinh sau:

A=lgs =gl —KCL 3.1)
T |
'I'rong do :
T: d6 truyén qua
I,: cudng d6 anh sang don sic téi
I: cudng d6 Anh sang don sic sau khi da truyén qua dung dich.
K: 14 hé s6 hap thu phu thudc A, thay d6i theo cach biéu thi néng do
L: 14 chiéu day cua 16p dung dich
C: nong do chit tan trong dung dich
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— Trudng hop C tinh bang mol/l, L tinh bang cm
A=eL.C (3.2)
Khi C=1mol/lvaL=1cmthi A=c¢ (hé s6 hap thu phan ti1)

g dic trung cho ban chit ctia chit tan trong dung dich, né chi phu thudc
vao buéc séng. binh luat Lambert-Beer chi ding khi dung biic xa don sic.

% % A
A= E/? . L.C > E/ /2 = e

—  Trudng hdp nong do C tinh theo %(KI/TT) va bang 1%, L = 1cm thi:

3.3

E (1%, 1cm ) 12 hé s6 hap thu riéng, né dic trung cho mbi chat.

Trong phan tich kiém nghiém hay dung E (1%, 1lcm).
3.1.1.2. Diéu kién dp dung dinh ludt Lambert-Beer

Anh sang phai don séc,

Khoang ndéng d6 phai thich hgp: dinh luat Lambert-Beer chi ding trong
mot giéi han nhat dinh ctia néng do.

Dung dich phai trong suét.

Chat thu phai bén trong dung dich va bén duéi tac dung ctia anh sang
UV-VIS.

3.1.1.3. Mdy quang phdé

May quang phd thich hgp cho viéc do phé & ving ti ngoai va kha kién
bao gbm mot hé quang hoc c6 kha niang tao anh sang don sic trong viung ti
200 dén 800nm va mot thiét bi thich hop dé do d6 hap thu.

Ngudn sang cho vung tu ngoai: dén deuteri hoic hydro,
Nguédn sang cho viing kha kién: dén tungsten.

Hai céc do (cuvet) dung chiia dung dich thi va dung dich so sanh phai cé
déc tinh quang hoc nhu nhau.

O may loai 2 chum tia, cuvet dung méi duge dit & bén c6 chum tia so
sanh (reference beam) di qua.

Cuvet thach anh (quartz): dung do & ving ti ngoai va kha kién.
Cuvet thuy tinh: chi do ¢ vung kha kién.
3.1.1.4. Hiéu chudn mdy quang phd (Calibration)

Trong dinh tinh va dinh lugng cac chit bang phuong phap quang phd
UV-VIS, viéc chuidn hod may déng vai trdo quan trong, dac biét la trong ky
thuat dinh lugng bang do phd truc tiép.
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HAau hét duge dién cac nuée (Viet Nam, Anh, An b6, Nhat Ban, Chau
Au,...) déu yéu cau kiém tra 6 chi tiéu k§ thuat cia may quang phd td ngoai
kha kién nhu sau:

e Kiém tra thang dé dai séng: Bing cach st dung cuc dai hdp thu caa
dung dich holmium perchlorate.
Vach phé ctia dén ngudn hydro, dén deuteri hoéc cac vach phé ctia dén

hoi thuy ngan dude chi ra duéi day véi dung sai cho phép & vung ti ngoai 1a +
1nm, ¢ vung kha kién 14 + 3nm:

241,15 nm (Ho) 404,66 nm (Hg)
253,70 nm (Hg) 435,83 nm (Hg)
287,15 nm (Ho) 486,00 nm (DB)
302,25 nm (Hg) 486,10 nm (HB)
313,16 nm (Hg) 536,30 nm (Ho)
334,15 (Hg) 546,07 nm (Hg)
361,50 (Ho) 576,96 nm (Ho)
365,48 (Hg) 579,07 nm (Hg)

- Dbay léAphufdng phap kiém tra cia DDVN, DD Anh, DD An bo 1996, DD
Chau Au 1998.

— DD Nhat XII st dung biic xa cua dén Hg ap suat thap ¢ bubc séng
253,65 nm, 365,02 nm, 435,84 nm va 546,07 nm hodc btic xa cua dén
deuteri 6 486,00 va 656,1 nm.

— DD Trung Quéc 1997: st dung cac vach phd sau day cta dén thuy ngan:

237,83nm ; 253,65nm ; 275,28nm ; 296,73nm
313,16nm ; 334,15nm ; 365,02nm ; 404,66nm
435,83nm : 546,97nm ; 576,96nm

Céc cuc dai hdp thu cua dung dich holmium perchlorat khi dung dén
hydro: 379,79; 456,13 va 656,28 nm.

bén deuteri: 486,02 va 656,10nm.

Dung kinh holmium: c¢é cac cuc dai hap thu 6: 279,4; 287,5; 333,7; 360,9;
460,0; 484,5; 536,2 va 637,5nm.
e Kiém tra dé hédp thu

Dé kiém tra do0 h&p thu, da s§ cac duge dién dung dung dich kali
dicromat trong acid sulfuric (VN, Anh, Chau Au, Nhat, Trung quéc...). M§ hay
dung dung dich kali cromat trong kali hydroxyd.
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Dudéi day 1a mét s6 phuong phap chuén héa do hap thu cta mot s6 duge dién:

Do d6 hap thu cua dung dich kali dicromat 6 cac d6 dai séng chi dinh &
bang 3.1. Trong bang d mdi do dai séng c6 mdt gia tri chinh xac ctia d6 hap thu
riéng E(1%, 1cm) va cac gioi han cho phép.

Bang 3.1. D6 hap thu riéng cta dung dich kali dicromat

b6 dai s6ng nm E(1%, 1cm) Giéi han cho phép
235 124,5 122,9-126,2
257 144,0 142,4 — 1457
313 48,6 47,6 - 50,3
350 106,6 104,9 — 109,2

Pha ché' dung dich kali dicromat:

Duge dién VN, DD Anh, DD Chau Au, Nhat XII, Trung Quéc qui dinh
nhu sau: Hoa tan 57,0 dén 63,0 mg kali dicromat da say kho dén khéi lugng
khong d6i & 130°C trong acid sulfuric 0,005 M/1 véi thé tich vita da 1000ml.

Duge dién VN, Chau Au con cho thém bang d6 hap thu cta dung dich
kali dicromat chtta ding 60,06mg K,CrO, trong vita da 1000ml acid sulfuric
0,005M/1, dung cuvet day lcm (bang 3.2.).

Bang 3.2. B hép thu cua dung dich kali dicromat

Do dai séng (nm) D6 hap thu
235 0,748
257 0,864
313 0,292
350 0,640

e Gidi han anh sdang lac (stray light)
Anh sang lac 1a 4nh sang khong di vao mAu thi ma di thing vao detector.

Anh sang lac c6 thé dudc phat hién & do dai séng da cho véi kinh loc hoic
cac dung dich thich hgp.

DD VN, Anh, Chau Au, An D6 qui dinh : kiém tra anh sang lac nhu sau:

Do d6 hap thu cua dung dich kali clorid (TT) 1,2% trong cuvet lecm &
A = 200nm, so sanh véi nudc cat, phai 1én hon 2,0.

DD Trung Quéc (1997): kiém tra 4nh sang lac v6i dung dich natri iodid
1,00% va dung dich natri nitrit 5,00% (KL/TT).
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D6 truyén qua cua cac dung dich nay dudc do so sanh véi nuéc cat trong
cuvet thach anh 1lcm phai nhé hon 0,8% & budc séng 220nm va 380nm.

e D¢ phan gidi (cho phan tich dinh tinh)

Khi chuyén luan yéu cau, tién hanh do d6 phan giai ciia may nhu sau:
ghi phé ctia dung dich toluen (TT) 0,02% trong hexan (TT) (v/v).

Gia tri t6i thidu cta ty s6 gitia cuc dai hdp thu ¢ 269 nm va cuc tiéu hép
thu ¢ 266 nm dudc qui dinh trong chuyén luan riéng.

e Dé réong gidi phé nguédn (cho phén tich dinh luong)

Dé tranh sai s6 giy ra do d6 rong giai phé nguédn, khi st dung may cé do
rong giai phd thay d6i 6 d6 dai séng da chon thi d6 réng cta giai phé phai nho
so v6i nta do rong cua bing hap thu. Song dé rong nay phai da 16n dé thu
dugc gia tri cao ctia cudng d6 anh sang I, va viéc thu hep do rong giai pho phai
khong lam cho d6 hap thu tang 1én.

e Cuvet

Dung sai ctua chiéu day 16p dung dich ctia cac cuvet 1a + 0,005cm. Khi
duge nap diy véi cing mot dung moéi, cac cuvet ¢6 ¥ dinh dé chia dung dich
thi va dung dich so sanh phai c6 do truyén qua nhu nhau. Néu diéu nay
khoéng dude dap ting thi phai cé su hiéu chinh thich hgp.

i Céac cuvet phai duge 1am sach va chiam séc cdn than dé tranh bi xude. Cé
thé bao quan chung trong cén tuyét d6i dé tranh maoc.
3.1.1.5. Ung dung ph6 UV-VIS trong kiém nghiém thuéc
e Dinh tinh va thi tinh khiét
Cac cuc dai hdp thu 12 dic trung dinh tinh cuaa cac chat.
Vi du:
—  Dua vao cuc dai hap thu:
Trong dung dich nuéde
+ Vitamin B, ¢6 3 cuc dai hap thu 6 cac budc song:
278 nm + 1 nm
361l nm + 1 nm
548 nm + 2 nm
+ Vitamin B, ¢6 4 cuc dai hap thu & cac bude soéng:
223nm 375 nm
267nm 444nm
+ Cloramphenicol c6 1 cuc dai hadp thu & bude séng: 278 nm;
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+ Phenoxymethyl penicillin ¢6 2 cuc dai hap thu 6 268 nm va 274nm.

— Ty s6 gitia cac cuc dai hap thu ciing 14 dai lugng dac trung cho dinh
tinh cac chat.

Vidu:

+ Vitamin B, (USP XXII) : C6 ty s6
Ase/ Ayrg = 1,79 - 1,90

+ Phenoxymethyl penicillin (BP.80):
Ages! Ayry = 1,20 - 1,25

— Heé s6 match: hé s6 nay danh gia su tuong dong gitia 2 phd, mot pho
chuéin va mét phé thi. Hé s6 match (Mat) dudc tinh theo biéu thic sau:

Mat = 10° xSy - Ex3yF (3.4)
sz_(Zx)Z zy_(Zy)Z

Trong do:

x va y 14 d6 hap thu ciia phd tha nhat va phd tha hai 6 ciing mot bude séng.
n 1a s6 diém d& chon & 2 phé.

Cach danh gia Mat:

+ < 900: hai phé khac nhau.

+ 900 - 990: hai phé c6 nhiing diém tucng déng cn can nhéc khi két luan.
+ >990: hai phd tuong tu nhau.

+ X&p xi 1000: hai phd giéng nhau hoan toan.

e Dinh luong
Chon diéu kién xdy dung qui trinh dinh luong
Dé xay dung qui trinh dinh lugng, ching ta cdn khao sat dé chon céc
diéu kién thich hop .
— Chon buéc song hoéc kinh loc :

+ Chon budc séng tng véi cac cuc dai hap thuy, khi @6 dudng chuén cé do
déc 16n nhAat, ttc 14 v6i cing mot sai s6 cua mat do quang thi sai s6
ctia néong d6 C va bude séng A 1a nho nhat.

+ D61 v6i may dung kinh loc (quang ké&): Mau ctua kinh loc va mau
dung dich phai phu nhau. Nhung ciing ¢6 trudng hgp cé thé chon
kinh loc khac.
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—  Chon khodng néng d6 thich hgp :
Khoang nong dd c6 quan hé tuyén tinh véi do hap thu.
— Chon cac diéu kién khac :

+ Loai trtt anh hudng ctia chat la: chiét chat can dinh luong ra khéi hon
hgp phtic tap (cAc dang bao ché). Dung mau trang cé cac thanh phan
nhu dung dich thi nhung khéng c6 chit can dinh lugng.

+ Chon pH va dung mo6i thich hgp

+ Thuc hién phan ting mau: su hap thu cta cac chat la, thuéc thi ciing
c6 thé anh hudng t6i két qua dinh lugng. Vi vay trong qua trinh lam
phan {ing tao mau phai chd y t6i diéu kién va cac thanh phin tham
gia phan ing.

e Cdc phuong phap dinh lugng
— Phuwong phdp do phd truc tiép

Do d6 hap thu A ctia dung dich, tinh nong d6 C cta né dua vao gia tri do
hé4p thu riéng (c6 trong cac bang tra ciu).
A=E; 2 LC L=1 c-_A
=E, L. =lecm > C= i (3.5)
lecm
DPé 4ap dung phuong phap nay, can phai chuin hod may quang phé ca vé
buéc séng 1an dd hap thu.

— Phuong phap gian tiép

Céc phuong phéap gian ti€p nhu: phuong phap dudng chuén, so sanh va
thém chuén tuong tu nhu cac phuong phap hoa 1y khac.

Dic diém cta phuong phap gian tiép:
+ Phai c¢6 chat chuin dé so sanh,
+ C6 thé khong cAn phai chudn may.

HAau hét duge dién cac nude déu st dung ca 2 phuong phap truc ti€p va
gian tiép. Rieng duge dién My (USP XXI, XXII, XXIII, XXIV) qui dinh chi
dung phuong phap so sanh véi chuén.

— Phuong phap so sanh

Theo dinh luat Lambert-Beer, sau khi do dd h4p thu cua dung dich
chudn so sanh (S) va dung dich mau thi (X) ta c6 :

Ag=K.L.Cq
Ay=K.L.Cg
O day:

+ Ag : 12 6 hap thu ctia dung dich chuédn cé ndng d6 Cg,
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+ Ay: 12 d6 hap thu cua dung dich mau thi noéng d6 Cy.
Vi hé s6 hap thu K va bé day L ctia cuvet 1a nhu nhau nén ta cé:

A—X=C—X—>CX=CSA—X (3.6)
AS CS AS

Chud y: Nong @ cia dung dich thi Cx va dung dich chuidn Cg khong
dudge chénh léch nhau qua nhiéu. Cac néong d6 nay cang gin nhau, két qua
cang chinh xac.

— Phuong phdp thém chudn so sdnh.

Trong phuong phap quang phd, dé loai trit cAc yéu t6 anh hudng giy sai
s6 cho qué trinh dinh lugng: Xt 1y mau (chiét xu4t), sai léch do thiét bi va hoa
chat thuéc thi..., nguosi ta da ap dung phuong phap thém.

* Nguyén tic tién hanh:
LAy hai lugng giéng nhau ctia m6t mau thi.

Thém mot lugng chit chuin da biét vao moét mau. Tién hanh xi 1y ca 2
mau trong cung diéu kién (chiét xuit, pha lodng...), thu dudc 2 dung dich:
Dung dich thi va dung dich thii d& thém chuén.

Do d6 hap thu cua ca 2 dung dich. Thu dudgc:
Ay : d6 hap thu cua dung dich thu.
A’s: @6 hap thu ctia dung dich thi da thém chuén.
Véi Cg 1a néng d6 chua dung dich chuén, ta tinh dugc ndong do6 Cy theo
phuong trinh:
Ay _ Gy
A, C.+C, A, — A,

3.7)

—  Phuwong phdp duong chudn
P4y 1a phuong phép ciing hay dung trong phan tich quang phé.

Chuén bi mét day chudn khoang 5 dung dich cé cac néng do chit chuin
Cg khac nhau.

Do d6 hap thu A ctia day chuén va lap d6 thi cia A theo C

Do d¢ hap thu Ay cia dung dich mau thi va dua vao dudng chuén ta xac
dinh dudc néng @6 mau thi Cy.

Chi y:
Khi xay dung duong chuan nén khao sat khoang tuyén tinh ctia néng do
v61 dd hap thu.
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Trudng hop day chudn khong tuan theo dinh luat Lambert-Beer (dudng
chuén cong) thi cdn lam thém mét s6 diém chudn nia véi cac nong d6 gin
nhau hon (khac nhau khong qua 10%).

V& d6 thi di qua cac vi tri gAn nhAt véi cac diém thuc nghiém hoac dua
vao bang chuén dé xay dung phuong trinh héi qui tuyén tinh hay phi tuyén va
tinh hé s6 tuong quan r. Néu r > 0,995 1a t6t.

Qv

Hinh 3.1. B6 thi cta phuong phap duong chudn A = f (C)

— Phuwong phdp thém duong chuén
Thém nhiing thé tich gidng nhau ctia dung dich thi vao day chudn chia
nhiing lugng khac nhau va chinh xac cta chét chudn
Po d6 hap thu cia ca day réi vé dudng chuin quan hé gitia mat d6 quang
v6i luong chat chudn thém vao.

Giao diém cta duong chudn véi truc hoanh (néng dd) cho ta néng d6 cua
chat can dinh luong(hinh 3.2.)

A A
0.3 4
0,2 _
dd th
0,1 - thém chuan
A thdr
Cddthff|l//|||||;

C chuan thém vao

Hinh 3.2. D6 thi cta phuong phap thém duong chuén
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— Ky thudt do quang vi sai theo budc song

Trong kiém nghiém céc dang thudc bao ché, trude tién phai qua cong
doan chiét hoat chat ra khoi ta duge. Dich chiét khé tranh khoéi mang theo tap
ch&t. Tap chat nay c6 thé gay sai s6 cho qua trinh dinh lugng bing phuong
phap do quang.

Dé loai tru sai s6 nay, ngudi ta thuong st dung k§ thuat do quang vi sai:
Trén phé cta chat nghién ctu, chon 2 budc séng A, va Ay, 6 d6 hiéu s6 do

hé4p thu AA 1a 16n nhat .

AA = AM _Akz (38)

max

Chuén bi mét day dung dich chuén véi cac néng d6 khac nhau va do d6
h&p thu A 6 2 bube séng i, va A,.

Khao sat khoang nong d6 tuan theo dinh luat Lambert-Beer ctia AA, vé
d6 thi quan hé AA - C.

Do @6 hap thu A cta chat thi 6 2 bude séng trén.
Dua vao do thi AA - C suy ra nong dd chat thu trong mau.
— Phuong phdp dinh luong hén hop

Do d6 hap thu c6 tinh céng tinh nén néu c6 moét dung dich hén hgp géom n
ch4t thi do hap thu ctia hén hop bang téng d6 hap thu ctia n chit riéng ré cé
cting nong d6 nhu trong hén hgp. Tai mot bude séng xac dinh ta co:

Ay =A +A+. . +A,
=E,C,+E,C,+...+EC, (3.9)

Pé thuc hién phuong phap nay, cAn phai biét hé s6 hdp thu riéng cta ting
chat & cac bude song khac nhau. (E¥, = do h&p thu riéng ctia chat thiid A;)

Khi s6 budc séng bang s6 chat ta c6 hé n phuong trinh véi n 4n s6.

Ait=E/MC,+EJC,+..+EC, Q)

AL?=E/°C,+EJ?’C,+..+E!*C,(2)
(3.10)

Giai hé phuong trinh nay sé tim dudc néng dd ctia cac thanh phan trong
hén hop: C,; Cy;...;C,

Hién nay c6 nhiéu chuong trinh may tinh giai hé phuong trinh nhiéu 4n
s6 dé xac dinh néng do cac thanh phan trong dung dich.
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Trudng hgp don gidn nhat 14 hdn hgp gom hai thanh phan, ta cé:
AL =A A,
Chon 2 budc séng A, va A, va do d6 hap thu ctia hdn hop & 2 buée séng doé.
Aj = E['C, + EJ'C,
A;l = Ef°C, + ES°C,

Giai hé phuong trinh trén ta tim dude:

Al A2 A2 =1

hE2 B h E2
A

A2 =1 Al A2

h E1 — hh E1
A

Al A2 2= A1

C, =

C, =

e Phuong phdp phé dao ham

Phé dao ham 1a mot k§ thuat bao gébm su chuyén d6i phé hap thu thanh
phd dao ham bac nhat, bac hai hoic bac cao hon.

* Co s6 ciia phuong phap pho dao ham:
Theo dinh luat Lambert-Beer ta c6 :
Do hap thu A=E.C.L (C: %,L: cm)

C6 thé 18y dao ham bac 1, bac 2, hodc bac cao hon ctia A ddi véi bude séng A.
A=1f(r) (3.11)

+ Phd dao ham bac nhat 1a @b thi cta téc do bién thién cua d6 hap thu
(dA/d)) dé1 véi bude séng .

dA/dr = dE/dA .C.L (3.12)

+ Phé dao ham bac hai 1a d6 thi cta d6 cong ctia phé hép thu (d*A/dA?)
do61 véi buée séng.
d?A/dA? = d2E/d)A?.C.L (3.13)
Do E 14 hing s6 va L khong d6i nén gia tri cia dao ham caa A chi con
phu thudc tuyén tinh véi nong d6 C caa dung dich.
* Phé dao ham ctia hén hop nhiéu chat :
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Giong nhu phd hap thu, phd dao ham ciing c¢6 tinh ch4t cong tinh
A=A +A,+. . +A=YA(i=1..n)  (3.14)
dA,/d) = dA /) + dAJd) + ... + dA /A
A, /A0 = BPAJAN? + APAJAE + ... + AA D)2 (3.15)
Theo ¥ nghia toan hoc cua dao ham thi :
— Tai cac diém cuc tri, dao ham béc 1 bing 0.
— Tai cac diém uén, dao ham bac 2 bang 0.

Tai gia tri O ctia phé dao ham cta chit nay c6 thé gip gia tri khac 0 caa
ph6 dao ham cta chét kia.

Néu d6 hap thu tuan theo dinh luat Lambert-Beer thi dao ham bac hai &
buéc séng A bat ky nao ciing dugc lién hé v6i nong do bdi phuong trinh sau :

d*’A d’E

d#  dx

(3.16)

Tai mét bude séng xac dinh, E 13 mot hing s6 .
0 day:

A: d6 hap thu 6 buée séng A

E: d6 hap thu riéng 6 bude séng A

C: nong dd %(kl/tt ) ctia chat hap thu

L: bé day cta 16p dung dich chat hap thu (cm)
Uu diém cta phuong phap phé dao ham:

— Phé dao ham c6 thé gidp dinh lugng riéng biét dudc cac chit cé cac cuc
dai hap thu gin nhau trong hén hdp, trong khi phuong phap do phé
thong thuong khong thé giai quyét dudec.

— Trong mdt s6 trudng hop, phé dao ham gitp xac dinh duge ham lugng
cua chit thi trong su c6 mét ctia cac tap chit giy can tré.

Hién nay phuong phap phé dao ham da duge mot s6 nude dua vao duge
dién: Anh, An Do 1996, Viét Nam.

3.1.2. Quang phé héng ngoai
3.1.2.1. Mo dau

Phé hong ngoai la phuong phap do su hap thu biic xa héng ngoai (IR) khi
né di qua mot 16p chat can thi, 6 cac s6 séng khac nhau.
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Vung btic xa héng ngoai st dung trong cac may quang phd IR théng
thuong 1a 600-4000cm™.

Céc may hién nay c6 thé mé rong viung biic xa (100-10.000cm'™?).

Trong phan ti khi ¢6 nhém nguyén ti nao d6 hap thu ning ludgng va
thay doi trang thai dao dong thi tao nén mot dai hap thu trén phé IR.

C6 moéi tuong quan gitia nhém nguyén ti va dai hap thu nén cé thé dua
vao su c6 mét cua dai hap thu dé nhan biét mot nhém chiic nao dé.

Nhiéu nhém chiic c6 cac dai phé hap thu dic trung. Pay 1a cd s6 clia viée
phan tich cau tric bang IR (bang 3.3.).

Viéc xac dinh duge su c6 mat cua cac nhom chic trong phan ti giup
chiing ta c6 thé st dung phé IR dé dinh tinh mot chat.

Trong kiém nghiém thuéc hau hét cac duge dién chi yéu chi st dung IR
vao viéc dinh tinh, it dugc dung trong dinh lugng.

Bang 3.3. M6t sé pic hdp thu hédng ngoai dac trung

Nhém chirc Pic hap thy
S6 séng (cm™) Buéc séng pm
O-H Mach théng, vong thom 3600-3000 2,8-3,3
NH, Bac hai va bac ba 3600-3100 2,8-3,2
C-H Thom 3150-3000 3,2-3,3
C-H Mach théng 3000-2850 3,3-3,5
C=N Nitril 2400-2200 4,2-4,6
C=C- Alkyn 2260-2100 4,4-4.8
COOR Ester 1750-1700 5,7-5,9
COOH Acid carboxylic 1740-1670 5,7-6,0
Cc=0 Aldehyd va ceton 1740-1660 5,7-6,0
CONH, Amid 1720-1640 5,8-6,1
C=C- Alken 1670-1610 6,0-6,2
Ar-O-R Thom 1300-1180 7,7-8,5
R-O-R Mach théng 1160-1060 8,6-9,4

3.1.2.2. Mdy

May quang phd ghi phé trong viing héng ngoai bao gdm méot hé quang
hoc c¢6 kha néng cung cdp anh sang don sic trong giai pho tit 4000cm™ dén 670
cm™? (2,5um-15um) hodc trong mot vai trusng hdp t6i 200cm™” (50pum) va mot
phuong tién do ty s6 gifia cuong dd anh sang truyén qua va anh sang téi.
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3.1.2.3. Ung dung phd héng ngoai trong dinh tinh
Phuong phap quang phé hong ngoai chu yéu duge tng dung trong dinh
tinh cac chat hitu cd. Viéc dinh tinh nay dya trén 2 nguyén téc:

— So sanh su phu hgp gitta phé chét thit véi phd chuén cho sdn trong sach
tra ctiu (atlas) hoic trong thu vién phé luu gitt trong may tinh.

— So sanh su phu hgp gitta phd chat thi v6i phé ctia hoa chat chuan dude
ghi trong cung diéu kién.

Phuong phap dinh tinh bing phd hong ngoai ciia hau hét cac dude dién
trén thé giéi déu dua trén hai nguyén tic nay.

o Pinh tinh st dung chdt chudn so sinh

Chuén bi mau thit va mau chit chuin so sanh réi do phd cta ching ti
4000cm™! dén 670cm(2,5um - 15um) trong cung diéu kién .

Cuc dai hap thu 6 pho cta chdt thit phai tuong tng véi pho cta chat
chuéin vé vi tri va tri so.

e Dinh tinh stz dung phé chudn trong atlas hodc thu vién phé .

Dé c6 thé so sanh phé cta chit thi véi phé chudn tra ctu trong atlas
hoéc thu vién phé ctia may tinh, truée hét ching ta can phai chuén hoia may
quang phd.

T4t ca cac dude dién déu chudn hoa 2 théng sé cé ban cia may: D6 phan
gidi va thang s6 séng. Tém tit cach lam nhu sau:

—  Chudn hod d6 phén gidi:
Ghi phd ctia phim polystyren day 0,05mm

+ Hiéu s6 gitia phin tram d6 truyén qua & cuc tiéu hdp thu A & 2870cm’!
(3,48um) va cuc dai hap thu B 6 2849cm™ (3,51um) phai lén hon 18.

+ Hiéu sb gitia phan tram do truyén qua & cuc tiéu hap thu C &
1589,5cm™ (6,29um) va cuc dai hap thu D ¢ 1583cm™ (6,32um) phai
lon hon 12.

—  Chudn hod thang sé séng

Ciing c6 thé chudn hoé thang sé séng bing cach st dung phim polystyren.
Phim nay c6 cuc tiéu truyén qua (cuc dai hap thu) & cac s6 séng (cm™) (bang 3.4.).
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Bang 3.4. Cuc dai hap thu clGa phim polystyren (cm™)

3027,1 (+0,3) 1583,1 (+0,3)
2924,0 (+2) 1181,4 (+0,3)
2850,7 (+0,3) 1154,3 (+0,3)
1944,0 (+1) 1069, 1 (+0,3)
1871,0 (+0,3) 1028,0 (+0,3)
1801,6 (+0,3) 906,7 (+0,3)
1601,4 (+0,3) 698,9 (+0,5)

3.1.3. Quang ph6° huynh quang (Fluorometry)
3.1.3.1. Mo dau

Phé huynh quang la phuong phap phd phat xa phéan tt. Sau khi hap thu
ning lugng cuia bic xa ti ngoai, kha kién hoéc cac biic xa dién ti khac (btic xa
kich thich), phan ti bi kich thich sé tré lai trang thai co ban va giai phéng
nang lugng dudéi dang btic xa, dugc goi la btic xa huynh quang.

Cudng do6 huynh quang F ctia mot dung dich lodng ty 1é thuan véi néng
do C (mol/l) trong diéu kién xac dinh khi cudng do6 va buée séng cua btc xa
kich thich 14 hing s6.

F=K.I,.¢.0.C.L (3.17)

O day :

K : hang s6
I,: cudng do6 cua btc xa kich thich
¢ : hiéu suét huynh quang

S6 photon phat xa
O = e (O<(|)<1) (3.18)
S6 photon hap thu

¢ : Hé s6 hap thu mol ctia chat 6 buée séng kich thich.
Rut gon laitacé: F=K . C.
OdayK=K.I,.e.L.¢

Viéc do ph6 huynh quang chi nén tién hanh véi dung dich lodng C <10*
dé tranh anh hudng suy giam cudng d6 caa btc xa phat ra.

3.1.3.2. Mdy

— Nguén sang: thudng dung dén xenon (tao &nh sang A=200-800nm), laser.

DPén xenon cho phé btic xa khong déu nén kém nhay hon nguén laser.
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— Bb don séc: dung cach ti
— Cuvet: thuong dung thach anh (1 x 1cm) c6 4 mét trong suét.

3.1.3.3. Chuéan hod mdy

May quang phé huynh quang phai dudc chudn hoa thudng xuyén véi
chat chuén.

Tién hanh chudn may theo tai liéu huéng din ctia hang san xuit may.
3.1.3.4. Phuong phadp do

MAu tht luén ludn duge do so sanh véi mau chuén.

Kiém tra vang tuyén tinh cta cudng d6 huynh quang va diéu chinh do
nhay cta thiét bi véi @6 pha loang thich hgp cta dung dich chuén .

Ghi cudng d6 huynh quang ctia dung dich thi, dung dich chuin va céc
mau trang tuong Gng cua ching.

Tinh toan néng do ctia dung dich thi :
I, =1
Cy =Cg *—2% (3.19)
Is - Ios
O day:
Cy: ndng d6 ctia dung dich thu
Cq.néng do ciia dung dich chuan
Iy : tri s6 do dudc ctia dung dich thu
I  : tri sd do dudc cia dung dich chuédn
Ixva I : tri sd do dude ctia cac mau trang tuong tng.

Vung trong d6 cuong dé6 huynh quang ti 1é thuan véi néng do6 cua chat
thuong rat hep, cho nén ty s6 (I - I,x)/ (I - I,) phai khéng duge < 0,50 va
khéng > 2,0. Néu ty s6 khong niam trong khodng trén thi phai diéu chinh
néng do va tién hanh do lai.

Trong mot s6 trudng hop, c6 thé st dung cach do so sanh véi chudn cd
dinh. Thi du: dung kinh huynh quang hoiac mét chat phat huynh quang khac.

Néu cuong dd huynh quang khong ti 1& nghiém ngit v6i nong do thi nén
sti dung phuong phap d6 thi chuin tuong quan gitta cuéng d6 va nong do.

D6 nhay ciua may c6 thé dudc kiém tra bing mét dung dich bén ctaa chat
huynh quang khéac véi dai séng kich thich va phat xa tuong tu nhu dai caa
ch4t thi, thay thé cho chat chuén.

Vidu:

— Quinin trong H,SO, loang cho huynh quang mau xanh,
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— Natri fluorescein cho huynh quang xanh 14 cay,
— Rhodamin B cho huynh quang mau do.

P6 tinh khiét ctia dung méi cé thé anh hudng dang ké t6i cusng d6 huynh
quang. Né&u cAn nén cat lai trong may cat bang thuy tinh truée khi dung.

Su ¢6 mét cta cac tiéu phan keo c6 thé gy nén su tan xa anh sang, cho
nén can phai loai bd chiing bang ly tAm ho#c loc bang mang loc thuy tinh x6p.

Oxy hoa tan trong dung dich 1am giam cuong d6 huynh quang rat manh,
can phai dudi né bang cach suc khi tré qua dung dich.

3.2. PHUONG PHAP SAC KY LONG HIEU NANG CAO
(High- Performance Liquid Chromatography- HPLC)

Sic ky 1ong hiéu ning cao d6i khi con dude goi 1a sic ky 16ng ap suét cao
(High-Pressure) 1a k§ thuat phan tich dua trén co sé cia sy phan tach cac chat
trén mét pha tinh chia trong cot, nhd dong di chuyén ctia pha déng 16ng duéi
ap sudt cao. Sic ky 1ong dua trén co ché hap phu, phan bg, trao ddi ion hay
loai ¢d 1a tuy thudc vao loai pha tinh st dung. Khi phan tich sic k¥, cac chat
dudc hda tan trong dung moéi thich hop va hau hét su phan tach déu xay ra &
nhiét d6 thuong. Chinh vi thé ma cac thudc khong bén véi nhiét khong bi phan
huy khi sic ky. Sic ky thudng dudc hoan thanh trong mot thdi gian ngén
(khoang 30 phit). Chi nhiing thanh phin c6 hé s6 chon loc khac nhau méi c6
thé phén tich dudc bang HPLC. Ngay nay HPLC da va dang dudc st dung
nhiéu trong linh vuc phén tich hoa hoc néi chung ciing nhu trong kiém tra
chat lugng thudc va phan tich sinh dudc hoc néi riéng.

Trong phan tich thudc bing phuong phap séc ky, phan 16n cac duge dién
déu st dung sic ky phan bo. Nén ching t6i chtt y&u dé cap t6i phuong phéap nay.

3.2.1. Cac thoéng sé dic trung cta qua trinh sac ky

e Hé sé dung luong Rk (Capacity factor)

AN

— W= = W —

Hinh 3.3. Minh hoa cac théng sé sac ky
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¢ okVs Qs _tR_R-to (3.20)
Vm Qm to to
O déy:
K : hé s6 phan b6
V,: thé tich pha tinh
V_: thé tich pha dong
Q.: lugng chat trong pha tinh
Q,.: lugng chit trong pha dong
tg : thoi gian luu
t'r : thoi gian luu hiéu chinh
t,: thoi gian chét

C4n chon cot, pha dong ... sao cho k’ ndm trong khoang t6i uu : 1 < k’< 8.

e Hé¢ s6'chon loc a:

k.B _ e (3.21)

a=—2
kA tRA

Qui uéce 6 day B 1a chat bi luu giti manh hon A nén a >1
Dé tach riéng 2 chat thudng chon 1,05 < a. < 2,0
o H¢ 56 déi xitng ctia pic F:

L (3.22)
2a

O day:

W: Chiéu roéng pic do & 1/20
chiéu cao pic,

a: Khoang cach tu duong vudng
géc ha ti dinh pic dén mép
duong cong phia trude tai vi
tri 1/20 chiéu cao pic.

Hinh 3.4: Xac dinh hé sé dgi xing
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e Sé'dia ly thuyét va hiéu luc cit N:
Hiéu luc cot duge do bang théng so: S6 dia 1y thuyét N cta cot

ty
w2

2

tR

2
1/2

N =16 =554

(3.23)

O day:
W: Chiéu réng do ¢ day pic,
W,,,: Chiéu rong pic do 6 ntia chiéu cao pic.

e D6 phén giai R,:

R. — 2(tRB _tRA) _ 1’18(tRB _tRA)
¢ = -
Wy +W, Wi o5 + Wi o

3.24

Voi:
tgps tra: Thoi gian luu cta 2 pic lién ké nhau (B va A),
W5, W,: D6 rong pic do 6 cac day pic,
Wi on, Wi DO rong pic do 6 ntia chiéu cao pic.
Cac gia tri: tgp, tga, Wg, Wa, Wiop, W, 0a phai tinh theo cing mot don vi.

Yéu cau Rq > 1, gia tri t6i uu Rg= 1,5.

3.2.2. May HPLC

Hinh 3.5: So d6 nguyén ly ctia may HPLC.

1- Binh dung méi 4- Cét 7- Binh nudc thai
2- Bom 5- Detector
3- Tiém mau 6- Phan mém x{ ly
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May sic ky 16ng hiéu ning cao gom c6 cac bd phan sau:

Binh chtia pha dong, bom diy pha déng qua hé théng sic ky & ap suédt
cao, hé tiem mau dé dua mau vao pha dong, cot sac ky, detector, may tinh hay
may tich phan hoidc may ghi.

e Hé bom

Hé bom HPLC cé chiic nang tao ap suft cao dé ddy pha ddéng tit binh
dung méi qua hé thong sic ky.

Hé bom hién dai hién nay dugc diéu khién bing may tinh c6 thé lap
chuong trinh dé thay ddi ty 1é ctia cac thanh phan pha déng theo yéu cau (sic
ky gradient).

Bom HPLC can phai dap ting mot s6 yéu cau :

Tao dudgc ap suat cao 3000-6000 psi (250-500 atm), luu lugng bom khoang
0,1 d&én 10ml/phit, khéng bi An mon véi cac thanh phin pha dong, c6 téc do
bom khéng ddi.

o Hé tiém mau
C6 thé dung bom tiém dé tiém miu vao dau cot. Phuong phap phé bién 1a

dung van tiém c6 vong chita mau (sample loop) c6 dung tich xac dinh va chinh
xac, c6 thé thay déi vong chita mau véi cac dung tich khéac nhau.

Mbt s6 may HPLC hién dai c6 hé tiém mAu tu dong c6 thé lap trinh diéu
khién thé tich mau, s6 1an tiém va chu ky rtta vong chtia mau.

. Cot

Cot dude dung phé bién 1am bang thép khong gi, thong thudng c6 chiéu dai
10-30cm, dudng kinh trong tit 2- 5 mm, hat chit nap (packings) ¢d 5-10 pm. Cot
¢6 duong kinh trong 16n hon duge dung cho sic ky diéu ché. Cot c6 thé duge lam
néng dé dat hiéu qua phan tach tét hon, nhung hiém khi tién hanh & nhiét do
trén 60° C vi nhiét c¢6 thé lam suy giam hiéu luc cot hodc lam pha déng bay hoi.
Chat nap thuong la silica gel hoac silica gel ¢6 bao mot 16p mong hitu cé hodc
lién két héa hoc v6i cac nhém chiic hitu co. Bén canh silica gel ngu6i ta con dung
céc chat liéu khac nhu: nhém oxyd, polyme x6p, nhua trao d6i ion....

e Detector

Detector 12 bd phan phat hién va do cac tin hiéu sinh ra khi c6 chat ra
khoi cot va cac tin hiéu nay dudc ghi duéi dang pic trén sic do.
Cac loai detector duge dung hién nay:

Detector ti ngoai va kha kién (UV-VIS) c6 buéc séng tuy chon dugdc dung
phé bién nhit.
Detector hién dai thudc loai nay la detector day diod (diode array
lé

detector). Detector nay luén ludn cé ty 1é tin hiéu nhiéu thap hon so véi
detector UV-VIS binh thuong.
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Cac loai detector khac :

— Detector do chi s6 khtc xa

— Detector huynh quang, dién hoa.

3.2.3. Cac ky thuat HPLC.

C6 4 ky thuat HPLC co ban: Sic ky phan b, hap phu, trao déi ion va séc
ky loai c¢6 (ray phan ti). Trong pham vi cudn sach, chu yéu ching toi gidi thidéu
vé sic ky phan bé, vi day 1a ky thuat HPLC dugc sti dung nhiéu nhat trong
kiém nghiém thuéc. Con cac k§ thuat khéc, chi ¢6 tinh chat gii thiéu tém tét.

Sdc ky phén b6 hiéu ndang cao (Partition Chromatography)
Pha tinh

Pha tinh trong sic ky phan bé bao gbm mét 16p mong pha 1ong hitu co
bao trén bé mit caa cac tiéu phan chit mang silica hodc cac chit liéu khac.
Céc tiéu phan nay thuong c6 duong kinh tit 3 dén 10 pum, ¢d hat c6 thé ting
dén 50 um hoic 16n hon cho sic ky diéu ché. Sic ky dung loai pha tinh nay
dugc goi 1a sac ky 1ong- 16ng (Liquid - liquid Chromatography - LLC). Nhung
kiéu pha tinh nay c¢6 nhude diém la bi rua trdéi dan theo dong pha dong. Két
qua, hiéu luc cdt bi giam dan trong qua trinh st dung.

DPé khéc phuc nhuge diém trén, ngudi ta da st dung k§ thuat sic ky pha
lien két (Bonded- Phase Chromatography - BPC). Trong k§ thuat nay, pha
tinh dudc lién két héa hoc véi chat mang. Ky thuat nay da nhanh chéng tré
thanh ky thuat phé bién nhat trong HPLC. Trong loai pha tinh nay, cac nhém
chttc hitu co lién két véi bé mit cla cac tiéu phan silica qua cdc nhém silanol.
Tinh phan cuc cua loai pha tinh nay phu thudc vao tinh phan cuc ctia cac nhém
chtic lién két, ching § trong ving ti nhém khong phan cuc octadecyl silan dén
nhom rat phan cuc nitril.

Duéi day 12 mot s6 pha lién két thuong dung:

Octyl = Si- (CH,);- CH,4 Cq
Octadecyl = Si- (CHy),,- CH, Cig
Phenyl = Si- (CH,),,- CcHj; CeH;
Cyanopropyl = Si- (CH,),;- CN CN
Aminopropyl = Si- (CH,),;- NH, NH,
Diol = Si- (CH,),;- OCH (OH) - CH,- OH

Hé bao gém pha tinh phan cuc va pha déng khéng phan cuc dude goi 1a
sac ky pha thuan. Ngugc lai, pha dong phan cuc con pha tinh khong phan cuc,
dugc goi 1a sic ky pha dao.

— Khi st dung silica, nhéom oxyd hodc polyme x6p thi cac chat dugc phan
tach theo co ché hap phu nén dude goi la siac ky hap phu.
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— N&u pha tinh la nhua trao ddi ion thi goi 1a séc ky trao d6i ion .

— Néu pha tinh la polyme x6p nhu dextran..., ta c6 sic ky loai ¢5 (sdc ky
ray phan tu Size Exclution Chromatography).

Pha dong

Ai Iyc cia mot thanh phan d6i v6i pha tinh hay néi mét cach khac, thoi
gian luu giti cia né & trén cot dude diéu khién bing cach thay d6i @6 phan cuc
ctua pha dong. Pha dong c6 thé 1a dung moéi don hay hén hop ctia 2, 3 hay 4
thanh phan. Ngudi ta c6 thé thay d8i d6 phan cuc ctia pha dong bing cach
thay d6i ty 1é ctia cac thanh phan dung moéi trong hén hgp. K§ thuat thay d6i
lién tuc thanh phan dung méi trong thoi gian chay sic ky dude goi 1a riia giai
gradient hodc chuong trinh héa dung moéi.

Tuy thudc vao viéc st dung pha dong va pha tinh ngudi ta chia sic ky
phan bé thanh 2 loai (sic ky pha thuan va siac ky pha ddo):

* Sdc ky pha thudn (normal phase):

Trong k§ thuat nay ngudi ta st dung chat nap cot (packings) gbm cac
nhém phan cyc lién két v6i chat mang nhu nhém alkylnitril [-(CH,),CN ] va
alkylamin [-(CH,) NH,]. Dung moéi st dung 1a dung méi cta sic ky hap phu
(séc ky 16ng ran - LSC). Ky thuat nay, st dung pha tinh phan cuc hon pha
dong, dude goi 1a sic ky phan b pha thuan. Su phén tach dat dude bang sic
ky pha thuan ciing tuong tu nhu & LSC. Song pha tinh trong sic ky pha lién
két ¢6 uu diém hon pha tinh trong LSC:

. Cot nhanh dat can bang nén rat thuan i cho phan tach gradient.
. Cot thich hgp véi nhiéu dung moi va dé tai sinh.

. Cot rat bén.

. Cot alkylamin c6 thé c6 chiic ning nhu mot cot trao d6i anion yé&u.

Pha dong trong sic ky pha thuin néi chung khéng phéan cuc, thudng
dung hdn hop clia cac hydrocarbon mach thdng nhu pentan, hexan, heptan,
isootan. Cac dan chat halogen day béo ciing dude st dung nhu: diclorometan,
dicloroetan, butyl clorid va cloroform. Cé thé thém vao cac pha khan nudc nay
1- 2% acid acetic hodc phosphoric dé ngan can su ion héa caa cac chit nhu: cac
phenol, acid carboxylic. Ngudc lai, su ion héa caa cac base yéu c¢6 thé dude kim
lai bing cach thém mot lugng nhé amoniac hodic moét amin khac (0,1- 1%).
Ngoai ra ciing c¢6 thé thém vao pha dong nhiing chit cai bién hiiu co (organic
modifier) khac nhu cac alcohol, tetrahydrofuran.

N6i chung, viéc dudi khi hoa tan khong thanh vdn dé véi dung moéi pha
thuan.

Trong ky thuat sic ky pha thuan cac chat khong phan cuc sé dudgc ria
giai sém. Thi tu rua giai sé cham dan theo chiéu téng ciia dd phan cuc cta cac
thanh phan trong mau thu.
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Vi du: Tach hon hgp steorid bang sic ky pha thuan.
Diéu kién sic ky:

- Cot: MicroPak — NH, 2,2 x 150 mm, 5 pm.

- Pha dong: hexan chta 0,2% isopropanol.

- Téc do dong: 1 ml/ pht.

- Detector: UV 254 nm
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Hinh 3.6: SAc do tach cac steroid

1- Progesterone 5- Andrenosterone
2- Androstendione 6- Cortisone acetat
3- A* pregnon-20-p-ol-one 7- Cortisone

4- 17-o-hydroxyprogesterone 8- Hydrocortisone

* Sdc ky pha ddo (reversed phase) :

Trong kiém nghiém thuéc bang phuong phap HPLC, séc ky phan bé pha
dao dugc st dung nhiéu nhat.

Trong kj thuat nay pha tinh bao gébm cac nhém khéng phan cuc nhu
octadecyl (C,g), octyl (Cgy) hay phenyl (C¢H;). Pha dong la nhiing dung méi
phan cuc nhu: nude, methanol (MeOH), acetonitril (ACN). Tém lai, pha dong
phan cuc hon pha tinh.

D6 chon loc cta k§ thuat nay khéac biét dang ké véi qua trinh téch trén
pha thuan. Nguoi ta thiy rang, mot chat cang tan tot trong nuéc thi né duge
rua giai khoi cot cang nhanh. Quy tic ria giai nay ngudc véi pha thuan.

Véi cac chat dude rita giai qua sém trong sic ky pha thuan, ching sé rat
khé tach roi khéi nhau. Trong khi d6, 6 pha dao cac thanh phan nay sé dudgc
riia giai vao gan cudi ctia qua trinh sic ky lam cho viéc tach d& dang hon (c6
nghia 14 k 16n hon).
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Khi mot pic nhé dude ria gidi sau mot pic 16n thi thuong rat khé dinh
lugng bang sic ky pha thuan. Tuy nhién day ria giai c6 thé dao nguge lai bang
cach dung séc ky pha dao. Khi d6 pic nho c6 thé dudc xac dinh chinh xéc hon.

Thanh phan diu tién cta pha ddng trong sic ky pha dao 1a nuéc. Nhiing
dung méi hoa 1an dugc véi nudec nhu methanol, ethanol (EtOH), acetonitril,
dioxan, tetrahydrofuran (THF) va dimethylformamid dudc thém vao dé diéu
chinh d6 phéan cuc cta pha déng. Mét s6 thanh phan khac ciing ¢6 thé duge
thém vao pha déng nhu: cac acid, base, dém , chat dién hoat.

Cap dung moéi dude st dung phé bién nh4t trong séc ky pha dao la:

H,O - MeOH va H,0 — ACN. Diéu dé& nhan thay, MeOH c6 nhugc diém 1a
d6 nhét cao ctia né c6 thé lam giam hiéu luc c6t. Trong khi ACN ¢6 dd nhét
thap hon, thich hop hon véi cac chat khong phan cuc vi thé né thuong dude
dung nhiéu hon MeOH. Thdi gian luu sé ngin hon néu nong d6 ACN bang
néng do MeOH.

Chu y: Khi pha dong c6 thém cidc mudi vd co hodc cac chat hoat dong bé
mat, nén loc né trude khi ding vi ¢6 thé c6 cin khong tan trong nuée gay ban cot.

Viéc dudi khi rat quan trong v6i pha dong pha dao.

Vé thit tu rita giai: Trong sic ky pha dao cac chat phan cuc ra truée, cac
ch4t it va khong phan cuc ra sau.

Vi du: Tach hén hgp morphin, codein va heroin bang HPLC pha dao
(hinh 3.7).

Diéu kién sac ky:

- Cot: Zorbax Rx, Sb- C 8, 4,6 x 150 mm, 5um.
- Pha dong: ACN/KH,PO, 25 mM, pH 3,5 7/ 93.

- Téc d6 dong: 1,5 ml/phut

- Detector: UV 254 nm

L 1

5 10 15

Phat
Hinh 3.7: S&c dé tach morphin, codein, heroin.
1 - Morphin 2 - Codein 3 - Heroin.
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Sdc ky cdp ion (Ion-Pair Chromatography IPC)

Sac ky cap ion dua trén co sé su tao thanh cip tit ion cAn phan tich mang

dién va tac nhan tao cip mang dién trai dau (dé: ion).

xr: + Qr:r = [XQ]hc
Nhin chung, IPC thuc chat 14 HPLC pha dao.

Dung méi: Chinh 142 dung méi trong pha dao, thuong phéi hop H,O-

MeOH va H,0-ACN. Piém quan trong nh&t 14 phai dam bao ring thudc thi
tao cip ion da tan hét trong pha déng dé tranh két tta trong hé théng.

Déi ion: D61 ion thuong 14 cac amin bac 4 hodc cac mudi sulfonat. Can

phai diéu chinh pH cta pha dong véi dém téi gia tri thich hop. Péng thoi phai
kiém tra d6 tan cia dém trong dung mai truée khi bom qua hé séc ky.
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Cét: Dung céic chat nap pha dao véi cac nhém alkyl C,, Cg, va Cyg....
Vi du: Tach hén hgp vitamin tan trong nudc bang HPLC cép ion pha dao.

Diéu kién sac ky:

- MAu thu: Vitamin tan trong nudc.

- Cot: Zorbax SB C 8, 4,6 x 150 mm, 5 um.

- Pha dong: ACN/ MeOH/ diethylamin 2%/ acid acetic 2%
(2/ 3/ 4/ 28) va 1,1 g Na heptan sulfonat/ lit.

- Téc do dong: 1 ml/ phut.

- Detector: UV 280 nm

DAD1 A, Sig = 2801 4 Ref = 360,100
Mau 1
100

2.151

88 2

3.272

66
3

48

0
28 h
O-WJL- Al\
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 n
Hinh 3.8: S4c dé tach hén hgp vitamin tan trong nuéc.
1. Vitamin PP 2. Vitamin By

3. Vitamin B, 4. Vitamin B,

7.059 &
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Sdc ky hdp phu hiéu ndng cao (Liquid — Solid Chromatography LSC).

La k¥ thuat phat trién sém nhét va duge dung phé bién. Trong k§ thuat
nay, chat can phan tich bi giii trén bé mit pha tinh (chat hap phu) va bi dung
moi d4y ra (phan hdp phu).

Pha tinh c6 thé 1a silicagel, nhom oxyd ... nhung silicagel duge dung nhiéu
hon. Pha dong thuong 1a nhiing dung moéi it hodc khéng phan cuc. Khi ria giai,

cac chat khong phan cuc sé ra trudce, cac chit cang phan cuc cang ra cham.

Vi du: Tach hon hgp steroid acetat bang HPLC hdp phu

Diéu kién sac ky:

- MAu thu: Hon hgp steroid acetat
- Cot: LiChrosorb Si 60 4,6 x 250 mm, 7 pm.
- Pha dong: Chloroform/ methanol 95,5/ 0,5.
- Téc @6 dong: 1,5 ml/ phut
- Detector: 254 nm
2]
3
1 4 g
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Hinh 3.9: S&c d6 tach hén hdp steroid acetat

1. 11- Deoxycorticosteron 4. Hydrocortison
2. Cortison 5. Prednisolon

3. 9 a- Fluorohydrocortison acetat
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Sdc ky trao déi ion (Ion — Exchange Chromatography IEC)

Sic ky trao ddi ion duge dung dé phéan tach cic thanh phan ion héa tan
trong nudc, c6 phan té lugng nhé hon 1500. Pha tinh 14 cac nhua trao d6i ion
du6i dang bot min. D6 14 nhiing hgp chat hiiu ¢d cao phan ti c6 chita nhém
chiic ¢6 kha néng trao doi.

— Nhua c¢6 nhém hoat déng mang dién tich 4m, dung dé tach cac chat
base nhu cac amin.

— Nhua c6 nhém hoat dong tich dién duong dé phan téch cac chét cé
nhém mang dién 4m, nhu cac nhom phosphat, sulfonat, carboxylat.

pH ctia pha dong, nhiét do, loai ion, néng do6 ion, va cac chat cai bién hiiu
co anh hudng dén can bang, nhung cé thé diéu chinh dugc dé thu dugc két qua
tach mong muén.

Sdc ky loai co (Size Exclusion Chromatography SEC)

Phuong phap SEC dugc ting dung cht yéu dé phan tach cic chat c6 phan ti
Iugng (MW) 16n hon 2000. Pha tinh 1a nhiing hat x6p cta silicagel hay polyme.
Khi séc ky, cac phan ti ciia cac chat phan tich dude loc theo ¢ ctia khoi
luong phan ti. Khi cho hén hgp can phan tach qua cot, ta thay:
— Céac phan ti c6 MW qua 16n, chay nhanh qua cot, ching khéng bi luu gid.
— Céac phan ti ¢c6 MW nho hon thi bi luu git trén cot. Khi rtia giai ching
sé 1an lugt ra khoi cot v6i thoi gian luu tang theo chiéu giam cua khéi
lugng phén t.

3.2.4. Huéng dan chon ky thuat HPLC

Trong HPLC, c6 4 k§ thuat sic ky co ban: phan b, hap phu, trao d6i ion
va sdc ky loai ¢d. Mudn chon mét kj thuat sic ky thich hgp dé phan tach mot
hén hop, phai dua vao cac dic tinh 1y, héa hoc ctia cac chat thanh phan:

+ Tinh tan: tan hay khong tan trong nudc.
+ Phan tu lugng (MW).
+ Tinh phéan cuc: ion héa hay khong ion hoéa.

Hinh 3.10. trinh bay so d6 chon k¥ thuat HPLC.T4t nhién, day chua phai
12 mot chi dan that chinh xac ma chi 1a mét dinh huéng so bd.
— Néu phéan ti lugng 16n hon 2000: nén st dung sic ky ray phan ti. Dung
dung méi 1a nuéc néu miu thiu tan trong nuéec. Néu mau tan trong
dung mo6i1 htiu cg, thi dung dung moéi hiiu co lam pha dong.

Pha tinh 1a Sephadex (dextran) hoac p Bondagel Series E thi pha dong
la nude. Con Styragel hodc gel MicroPak TSK thi dung pha dong htiu co.

— Neéu phan ti lugng duéi 2000: trude hét phai xac dinh xem mau cé6 tan
trong nudéc hay khong.
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+ Né&u miu tan hoic it tan trong nudc thi c6 thé st dung sic ky trao d6i
ion hoic phan b6 pha dao.

+ Né&u do tan duge tang 1én khi thém acid ho#c kiém thi dung ky thuat
trao d6i ion.

+ Né&u d6 tan khong bi anh hudng bdi acid hoidc kiém va dung dich nuée
cua n6 hoan toan trung tinh thi nén chon sic ky phan bé pha dao.

+ Néu méu khéng tan trong nuée thi nén st dung sic ky phan bd pha
thuén hoac LSC.

+ DE tach cac déng phan, nén dung LSC.
+ DE tach cac déng ddng, nén dung séc ky phan bé.

CAn phai nhic lai rang nhiing théng tin da din chi 1a nhiing goi y ban
dau, khong mang tinh bit budc. T4t nhién, & dadm bao viéc phan tich sic ky
dugce thanh céng nha kiém nghiém cAn phai tién hanh khao sat bang thuc
nghiém.
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Do tan Tinh chét Ky thuat SK Cot
mau thir mau thir
[ ]
Hexan Pha déo Cis
Alcol - Pha thuan SiCN
- Hap phu
— C,s CN
Cs Cs
) . C,sPTH
MW < 2000 — .Khon,g Pha dao )
ion héa Amin
Crs
] Amin
Pha ddo Cis-IP
cap ion
Nuéc | lon hoa
. SAX SCX
Trao doi
ion
L Spherogel
Amin
F Pha dao Cys Cq
LI Peptid
‘ Loai c& USG SEC
—1 (ray phan td) 2000
Tan/ SEC,
nuéc pha nuéc
MW > 2000
Khéng SEC,
tan/nuéc pha hiiu co

Hinh 3.10: So d6 huéng dan chon ky thuat HPLC




Bang 3.5: Diéu kién phan tich mét sé thuéc bang HPLC

Tén thuéc Cot Pha dong Detector Mau thit
Acenocumarol RP-2 | ACN/H,0/CH,COOH 305 Huyét
tuong
Acephyllin C-18 | MeOH/NaH,PO, 0,01 M 280 Huyét
thanh
Acetaminophen C-18 | HCOONH,/ MeOH/H,O 254 Siro ho
Guaifenesin 10/ 450/ 540 (pH 4,2)
Dextromethorphan
Acetaminophen C-18 | MeOH/ NaH,PO, 0,01 M 254 Vién nén
Aspirin 19/ 81 pH 2,3
Caffein
Codein
Phenacetin
Salicylamid
Acetaminophen Phenyl | TBA phosphat 0,005 M /ACN 85/15 pH 7,5 254 Vién nén
P — aminophenol
Acetazolamide C-18 ACN / acetat 0,05 M 254 Huyét
tuong,
nudc tiéu
Acetazolamide Silica Hexan/CHCl,/MeOH/AcOH 254 Nudc tiéu
65/25/10/0,25
Acid aminocaproic C-8 MeOH / H,0 / H,PO, 40/60/0,1 345 Huyét
thanh
Acid 5- aminosalicylic C-18 | MeOH/H,0/H,P0O,40/60/0,1 345 Huyét
tuong
Acyclovir C-18 | NaOAc 0,005 M, Na heptansulfonat 0,0025 M, pH 300; 418 Huyét
6,5 tuong
Amoxicilin C-18 H,O0 / MeOH / AcOH 395; 485 Nudc tiéu
85/15/0,5
Amoxicilin C-8 KH,PO, 0,067 M (pH 4,6) / MeOH 425/ 75 225 Huyét
_— tuong
Ampicilin
Nudc tiéu
Antipyrin C-18 | ACN/AcOH 1% 35/65 254 Huyét
tuong
Apomorphin Phenyl | MeOH / ACN / dém pH 3,5 chita Na laurylsulfat 273 Huyét
thanh
Acid ascorbic C-18 | H,PO, 0,8% trong nudc 254 Nudc tiéu
Aspirin Silica Heptan/ AcOH 95/ 5 300 Vién nén

97




Tén thudc Cot Pha déng Detector MAu thir
Aspirin C-18 | ACN/ AcOH 1% 20/ 80 280 Huyét
Acid salicvii tuang,
cid salicylic nudc tiéu
Acid salicyluric
Acid gentisic
Atenolol Cyano | Acid heptansulfuric/ triethanolamin 0,2 M / MeOH 220 Huyét
2/100/ 1900 tuong
Barbiturat C-18 | MeOH/ NaH,PO,0,1M 240 Huyét
60/ 40 thanh
Benzocain C-18 | MeOH/ NaH,P0O, 0,1 M 240 Huyét
60/ 40 thanh
Benzocain C-18 | MeOH/ ACN/H,0 254 ; 294 Dung dich
Acid benzoic C-18 | MeOH/KH,PO, 10/ 90 254 Mo
Acid salicylic pH 6,2
Benzoyl peroxyd C-18 | ACN/H,0 50/ 50 Ma
Beta methason C-18 | MeOH/ KH,PO, 0,09 M 60/ 40 254 Dung dich
Sodium phosphat
Bromazepam C-18 | MeOH/ ACN/ H,0 (c6 chira 20 ml TBAH 10%!/ lit 230 Huyét
20/ 300/ 70 tuong
Caffein Silica THF/ CH,Cl, 20/ 80 272 Huyét
thanh
Camphor Silica Heptan/ CHCI, 60/ 40 254 Dang phan
liéu
Captopril C-18 | MeOH/K,PO, (pH 6,5) 52/ 48 340 Huyét
tuong
Carbamazepin C-18 | 52/48 288 Huyét
ACN/ H,0 50/50 tuong
Chloramphenicol Cc-8 MeOH/ H;PO, 0,05 % 280 Huyét
40/ 60 tuong
Chlodiazepoxide C-18 | ACN/NH,CO,0,1% 260 Huyét
tuong
Chloroquin C-18 | MeOH/H,0/ AcOH 340 Huyét
80/ 19/ 1 Na heptansufonat tuong
Chlopheniramin Cyano | ACN/ MeOH/ phosphat 0,015 M (pH 6,6) 25/ 25/ 50 254 Nudc tiéu
Chlopromazin Cyano | Acetat 0,05M(pH 6,5)/ ACN 254 Huyét
tuong
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Tén thudc Cot Pha déng Detector MAu thir
Chlorzoxazon C-18 | MeOH/H,0 60/40 254 Huyét
tuong
Cimetidin C-18 | MeOH/H,0 60/40 180 Huyét
tuong
Cimetidin C-18 | ACN/H,0/ NH,OH Huyét
1000/ 50/ 1 tuong
Codein C-18 | ACN/ H,0 375/ 625 0,005 M Na dioctylsulfonat, 254 Dang phan
pH 3,3 liéu
Cortisone va hydrocortison | C-18 | ACN/H,0 375/625 0,005 M Na dioctylsulfonat, pH 3,3 254 Danlg‘phén
ieu
Cortisone va hydrocortison Silica Hexan/ ethyl acetat 60/ 50 360 Huyét
thanh
Dexamethason C-18 | KH,PO,0,01 M/ MeOH 50/ 50 254 Dar]gﬁphén
iéu
Dextromethophan C-18 | ACN/ dém acetat (pH 4,3) 220 Huyét
35/ 65 tuang
Diazepam C-18 | MeOH/H,0 65/ 35 254 Vién nén
Vitamin D, C-18 | H,0/MeOH 1/9 254 Huyét
thanh
Estrogen C-18 | MeOH/H,0 60/ 40 280 Vién nén
Fluorouracil C-18 | MeOH/ acetat 0,01 M (pH 4) 270 Huyét
6/ 94 thanh
Acid folic C-18 | H,0/ MeOH (pH 7,0) 76/ 24 280 Dang phan
0,015 M phosphat & 0,3 % TBA hydroxyd e
Furosemid C-18 | ACN/ Na acetat (pH 5,0) 40/60 254 Vién nén
Gentamicin C-18 | ACN/ CH,CI,/ H,0/ MeOH 230 Huyét
80/ 10/°8/ 4 thanf
Griseofulvin Cyano | MeOH/ H,0 40/ 60 254 Vién nén
Heptaminol C-8 | ACN/ AcNa 0,05% chinh tdi pH 6,1 45/ 55 338 Huyét
thanh,q
nudc tieu
Heroin C-18 | ACN/phosphat 0,015 M 135 Nudc tiéu
100/ 300 (pH 3,0)
Histamin C-18 | NaCl 0,1 M/ MeOH 55/ 45 350 Huyét
oH 3,0 tuong
Hydrochlothiazid C-18 | MeOH/AcOH 0,01 M. 228 Vién nén
15/ 85
Hydrocortison Silica CHClI,/ isooctan/ MeOH/ H,0 48,5/ 48,5/ 2,9/ 0,12 254 i-luyé't
uong
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Tén thudc Cot Pha déng Detector MAu thir
Ibuprofen C-18 | ACN/AcOH 0,05 M 40/ 60 230 Huyét
tuong
Ketoprofen C-8 H,O0/ MeOH 85/ 15 255 Huyét
tuong
Ketoprofen Silica CH,Cl,/ hexan 60/ 40 254 Huyét
tuong
Lidocain Phenyl | ACN/H,PO, 0,006% 30/70 200 Huyét
tuong
Methyldopa C-18 | MeOH/ H,0 14/ 86 GCE Huyét
Na octansulfonat 0,006 M, pH 6,4 +05V tuong
Mebendasol C-18 | ACN/ phosphat 0,05M 313 Huyét
(0H 6) 27/ 73 tuong
Metronidazol C-18 | ACN/ phosphat 10°M 322 Huyét
tuong,

pH48/92 nudc tiéu

Morphine C-18 | MeOH/NaH,PO, 60/ 40 254 Dang tiém
Acid Nalidixic C-18 | MeOH/H,0 70/ 30 313 Huyét
tuong
Naphazolin C-18 | MeOH/ dém citrat pH 2,2 255 Huyét
Tetrahydrozolin 300/ 700 tuong

3.2.5. Chuan hoa cot sac ky 16ng hiéu ning cao
e Muc dich:

— Muc dich ctia viéc chuén hoa nay la dé kiém tra hiéu ning cia céc cot
HPLC va dé xac dinh mot cach khach quan xem khi nao ching can phai thay thé.

— T4t ca cac cot pha dao (C,5 , Cg) va cac cot silica néi chung méi va ci
N A N . ’
déu can dugc chuan hoa.

Céc thong s6 cta cot HPLC can chuén hoa :
+ Hé s6'dung luong k.
+ Hiéu luc cot (s6 dia ly thuyét) : N
+ Heé s6'déi xitng :F

— D6l véi cae cot méi: CAn chudn hoa ngay khi méi nhan dé khing dinh
ch4t lugng ctua chung.

— D61 véi cot dang st dung: Néu trong thoi gian st dung, nhan th4iy hinh
dang cua pic bi x4u hon trude va hiéu lyc cua cdt khong thoa man cho
viéc phan tich thi nén chuén hoa lai cot va ghi ngay thang thuc hién
vao bang theo doi.
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e Chudn hod cét sdc ky pha ddo
— Chuén bi dung dich cac ch4t chuén:
Pha mot hén hop dung dich cac chit chuan trong methanol 60%(v/v) véi
cac nong d nhu sau:

Uracil 0,02 mg/l
Phenol 1,00 mg/1
Anisol 1,50 mg/l
— Diéu kién sic ky:
Pha dong : methanol - nuée (60 : 40)
Téc do dong : Iml/phut
Thé tich tiém : 20 pL
Detector : UV 254 nm
3
1. 2
L e
l[] I2 t; !IS Min

Hinh 3.11: S3c d6 tach hén hdp uracil, phenol, anisol.
1. Uracil 2. Phenol 3. Anisol
e Tinh toan:
— Hé s6 dung lugng (k)
K™= (t5 — to)/to

t,: thoi gian luu ctaa uracil

t, : thoi gian luu cta anisol
— Hiéu luc cot (N)

N = 5,54. t%,/ W%,
t, : thoi gian luu cua anisol

W), : chiéu rong pic do 6 ntia chiéu cao ctia pic anisol
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— Hé s6 d61 xting (F)
F=W,/2a
O day:

W, : chiéu rong pic anisol do & 1/20 chiéu cao pic

a: khoang cach tu duong vudng goéc ha tit dinh pic dén mép duong cong

phia trudc cua pic 6 tai 1/20 chiéu cao pic.

e Chudn hod cét sdc ky pha thudn

— Chuén bi dung dich: Hoa tan khoang 0,1 — 0.2 ml n-pentan va 20mg
acetophenon trong 100ml hexan ¢6 chtia 0,5%(v/v) methanol.

— Diéu kién sic ky :

Pha dong : hexan - methanol (99,5 : 0,5)
Téc d6 dong : 1,0 ml/phut

Thé tich tiém : 20 uLL

Detector : UV 6 254 nm

— Tinh toan tuong tu chuén hoa cot pha dao .
Véi:
tac : thol gian luu ctia acetophenon

to: thoi gian luu ciia n-pentan

W), : chiéu rong pic do d ntia chiéu cao ctia pic acetophenon

Bang 3.6. Céc tiéu chuan chap nhan cho cot

Cot méi Cot da sir dung
Hé sé dung lugng (K') ~2,0 <0,7
Hiéu luc c6t (N) ~ 3000 dia ly thuyét hién nay >10.000 ~ 1000 dia
Hé s6 déi xting (F) 0,9-2,0 09-2,0

3.2.6. Pinh lugng bang phuong phap HPLC

Qua trinh dinh lugng bang HPLC c6 thé chia thanh 4 budc. Mbi bude déu
c6 anh hudng truc tiép dén két qua dinh lugng. Cac bude nay 1a :

— LAy mau thu
— Tién hanh sic ky
— Do tin hiéu detector

— Phuong phap dinh lugng
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e Ldyméu

Sai s6 do 14y mau c6 thé tang 1én & it nhat 3 khau: LAy mau dai dién, bao
quan mau va xu ly mau.

Dé gidm sai s6, viéc 14y mau phai tén trong triét dé cac nguyén tic da
dudgc qui dinh d61 véi tting loai d61 tuong mau dé cé thé 14y dude dai dién.

Qua trinh bao quan miu ciing c6 thé din dén sai s6: V6i mau thu 1a chat
bay hoi, chat c6 thé phan ting dugc véi hoi nude hodc khong khi.

Cac thanh phan vi lugng c¢6 thé bi hdp phu ho#c phan h&p phu béi binh
chtia trong thoi gian bao quan.

C6 thé tién hanh cic phan tng hoa hoc trén mau thi dé tao din chit cé
d6 nhay cao hon dé c6 thé do duge bang detector cia may. Cach nay dudc ap
dung d61 véi nhiing chat c6 dap ting rat nho hodc hoan toan khong cé dap ting
v6i detector do do hap thu quang hoc.

e Tién hanh tdch sdc ky
Qua trinh chay sic ky can chd y:
C6 thé x4y ra su phan huy cta ch4t thi trong khi phan tach.

C6 thé xuét hién pic la trén sic d6 do dung méi dung hoa tan mau thi cé
chtia tap chat. Vi vay can phai kiém tra bang sac ky cac vét tap do.

— Chuén bi mau thi:

Dung mdi dung dé hoa tan mAu thu phai dudec xem xét cAn than . Ly
tuong nhat 1a dung pha dong lam dung méi dé hoa tan no.

Tyt truong hop mau tht khé tan trong dung méi nay thi phai tim dung
moéi khac thich hgp hon.

Dung mbi phai dap ing cac yéu cau sau :

+ Do tinh khiét cao dé khong c6 pic la,

+ €6 thé hoa 1an dude v6i dung méi riia giai (pha dong),

+ Cho dap tng rat nho véi detector,

+ Dung méi va dung dich thi phai dudc loc qua mang loc 0,45um.

— Tiém mau: C6 2 cach tiém mau vao cot:

+ Dung bom tiém va

+ Van tiém mAu thé tich xac dinh.

Dung van tiém mau cho két qua chinh xac hon (+1%) so véi dung bom
tiém (= 1 - 2%).
e Do tin hiéu detector

Detector duge dung phé bién nhét trong HPLC 14 detector UV-VIS.
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— Detector st dung phai dap ting mot sé yéu ciu sau :
Hoat dong dugc é vung tuyén tinh cta né,
Cé6 d6 hap thu nho dsi v6i dung méi (d6 nhiéu duong nén thap),

Tranh lot khong khi vao cot va detector,

+ o+ o+ o+

Git sach cell va lam sach n6 thuoéng xuyén.
— Tin hiéu detector:

Tin hiéu detector do dugc khi chdt ra khoi cot sic ky duge may ghi lai
dudi dang pic.

O may sic ky c6 dién, viéc do dién tich hoic chiéu cao pic dude thuc hién
bang tay. Con & cac may sac ky hién dai viéc do dac nay dudc tu dong hoa nho
may tich phan, may tinh.

3.2.7. Cac phuong phap dinh ludgng

T4t ca cac phuong phap dinh lugng bang sic ky déu dua trén nguyén téc:
Néng d6 ctia chat ty 1é véi chiéu cao hoic dién tich pic caa né.

C6 4 phuong phap dinh lugng duge st dung trong sic ky :
e Phuong phdp chuén ngoai (External Standard)

Phuong phap chuén ngoai 1a phuong phap dinh lugng co ban, trong d6 ca
2 mau chuén va thit déu dudc tién hanh sic ky trong cung diéu kién.

So sanh dién tich (ho#c chiéu cao) pic cia mau thi véi dién tich (hoac
chiéu cao) pic ctia mau chuén sé tinh dude ndong do cta cac chit trong mau thi.

C6 thé stt dung phuong phap chuidn hoa 1 diém hoic nhiéu diém.

A - . A2 A A x A A 2,0 A N
* Chuédn hod 1 diém: Chon nong dd cua mau chuan x4p xi véi nong do
clia mau thu.

Tinh néng d6 mau thi theo cong thiic:

S
Cx =Cq -
Ss
O day:
Cx  :nodng d6 mau thu
Cq : néng d6 chét chuédn

Sy (Hy): dién tich (chiéu cao) ciia pic mau thu

S¢ (Hg): dién tich (chiéu cao) ctia pic mau chuin
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A - c A [ A N pa 2,
* Chuadn hod nhiéu diém: Tién hanh qua cac budc sau :

Chuén bi mét day chuédn véi cAc ndéng do ting din rdi tién hanh séc ky.
Céc dap tng thu dudgc 1a cac dién tich hoic chiéu cao pic 6 mbi diém chuén.

V& d6 thi chuén biéu dién su tuong quan giita dién tich S (hoic chiéu cao
H) pic v6i néng d6 ctia chi't chuén (C), xem hinh 3.12.

St dung doan tuyén tinh cta dudng chudn dé tinh toan ndng do cta chat
can xac dinh. C6 thé thuc hién viéc tinh toan nay theo 2 cach :

— Ap dit kién dién tich (hoic chiéu cao) pic ctia chét thi vao dudng chuin
sé suy ra dudc noéng d6 cia no .
S

A

s Yo S

Hinh 3.12. D6 thi phuong phap chuén ngoai

+ Xay dung phuong trinh héi qui tuyén tinh mé ta quan hé gitta dién tich

(hoéc chiéu cao) pic v6i nong do ctia chat can xac dinh.
Y =a+b(C, 3.25

Trong do :

Y: Dién tich pic

a : Giao diém cua dudng chuén véi truc tung.

b : D6 déc caa dudng chuén.

C, : Néng do cua chat thi .

Dua vao phuong trinh héi quy nay ta tinh dudc nong d6 chat thi .

Y_—a
C, 3.96

(ex

Chu y : D6 16n cua dién tich (hoic chiéu cao) pic mau thi phai nadm trong
doan tuyén tinh ctia dudng chuén.
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e Phuong phdp chudn néi (Internal standard).

Trong dinh lugng bing phuong phap sic ky, dién di néi chung ciing nhu
HPLC néi riéng, phuong phap chudn ngoai (ESTD) td ra ¢6 nhiéu nhude diém
trong phan tich cAc mau phai xt ly phtc tap (chiét tach...) va dac biét 1a cac
mau via phiic tap viia ¢c6 ham lugng thap cta chat can dinh lugng. Vi du nhu
cac mau huyét tuong trong nghién ctu duge dong hoc. Phuong phap chudn noi
(ISTD) gitp khéc phuc duge nhiing nhude diém trén caa ESTD. Ngoai ra, né con
¢6 thé gitp cuc tiéu héa dude nhiing sai s§ gy nén do may maée va k§ thuét.

Ky thudt chudn néi cé thé duoge tém tit nhw sau: Ngudi ta thém vao ca
mau chuén 1an mau thi nhiing lugng bang nhau cta mot chat tinh khiét, réi
tién hanh séc ky trong cung diéu kién. Cha't dude thém nay goi 1a chuén noi.

Tu nhiing di kién vé: dién tich (hoic chiéu cao) pic va lugng (hodc nong
d0) ctia chuén, chudn ndi va mau thu, c6 thé xac dinh duge ham lugng cua
thanh phan can dinh lugng trong mau thi mét cach chinh xac.

C6 mot s6 yéu cdu ddt ra vdi chdt chudn nji:

— Trong cung diéu kién sic ky, chidt chuédn néi phai dudc tach hoan toan
va c6 thoi gian luu gan véi thoi gian luu cta chat cAn phan tich trong
mau thu .

— C6 c&u trac hoa hoc tuong tu nhu chat thi .

—  C6 nong d6 x4ap xi v6i néng do cua chat thi .

— Khong phan ting véi bat ky thanh phan ndo cia mau thi .

— Phai c6 dd tinh khiét cao va dé kiém .

Vi rang dap tng (response) ctia chat chuin va chudn néi véi detector
khong cung dd nhay, nén truéc hét caAn phai xac dinh hé s6 dap tng (response
factors) dé hiéu chinh trong tinh két qua.

* Xdc dinh hé s6' ddp tng Fy:

Chuén bi moét hén hop c6 chita nhiing lugng (hoéc nong do) da biét cta
ch4t chuédn va chuéin néi rdi chay sic ky. Sc @b thu dudc sé cho ta biét cac di
liéu vé dién tich cta céac pic.

Trong phuong phap chuén ndi, ngudi ta thay c6 moi tuong quan gitta ty
s6 cua khéi lugng (hodc ndng do) ctia chudn va chudn noi véi ty sé dién tich
ctia 2 pic. Va hé s6 dap ting dudc tinh theo phuong trinh sau:

Tinh theo nong dd ta cé:

Mme . Sc - Mc.Si

Fo = : (3.27)
: Ms S MSe
C..S
F o (3.28)
* CySe
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O day:
- m¢. myg 1an lugt 1 khéi lugng ctia chat chudn va chudn nai.
- C¢, Cg 1an lugt 1a néng d6 ctia chudn va chuén noi.
- S¢, Sig 1an lugt 1a dién tich pic chudn va chuén noi.

Céac sai s6 sé dudc cuc tiéu héa néu hé s6 Fy xdp xi don vi, c6 nghia 1a
ch4t chuén va chuén néi c6 cung dap tng véi detector. Tuy nhién trong thuc t&
diéu nay thuong khé dat duge hoan hao.

* Dinh luong thanh phdn trong mau thir.

— Phuong phéap chuin 1 diém: Chudn noi duge thém vao ca hai, mau
chuan va mau thi, roi tién hanh sic ky.

Luogng hoéc néng d6 ctia thanh phan trong mau thi duge tinh nhu sau:

m, = SS—TmIS Fy (3.29)
IS
Tinh theo nong dd ta cé:
S
C, = S_TC|S Fy (3.30)
IS

— Phuong phap chudn héa nhiéu diém: Chuén bi mét day chudn cé chia
nhiing lugng (hodc néng d6) chit chuidn khac nhau nhung tit ca ciung
chtta mét lugng (hodc ndng dd) chudn néi. Sau khi sic ky va thu dude cac
dii kién dién tich, tién hanh vé dudng chudn (hinh 3.13.) biéu dién su
tuong quan gitia ty s6 dién tich (hoic chiéu cao) pic ciia chuén trén chuin
ndi (S¢/ S,.) véi ty s6 ctia nong do chudn ngoai trén chudn ndi (Cy/Cyg).

S4/Si.

»
| o

Hinh 3.13. Phuong phap dudng chuén st dung chuén noi
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Song song tién hanh sic ky mAiu thi cing duge thém chuén néi véi lugng
(hoéc nong d6) nhu thang chuén.

Tinh ty s6 dién tich (hodc chiéu cao) pic ctia chat thi trén dién tich (hodc
chiéu cao) pic chuén ndi (Sy/ S;.) roi dua vao dudng chuidn sé tim duge néng do
cua chat thi (Cyp).

e Phuong phdp thém chudn (Standard addition)
Ky thuat nay phéi hgp phuong phap chudn ngoai va chuén néi.

Uu diém cta ky thuat thém chuén 1a c6 d6 chinh xac cao vi né loai trit
dugc sai s6 do cac yéu t6 anh hudng, dac biét 1a anh hudng cta qua trinh xt ly
mau (chiét xuat, tinh ché cac chat ti cac dang bao ché...)

Ky thuat so sanh tién hanh nhu sau:

Xt Iy mAu thii roi tién hanh sic ky.

Thém vao méu thi nhiing luong da biét ctia cac chat chuén tucng tGng véi
cac thanh phan cé trong mau thu réi lai tién hanh xt Iy miu va sic ky trong
cung diéu kién. Nong do chua biét Cyx cia mau thi duge tinh dua vao su chénh
léch noéng do AC (lugng chat chuén thém vao) va su tang caa dién tich (hodc
chiéu cao) pic AS theo cong thic:

AC
Cy =Sy —
AS

C6 thé tinh toan néng d6 Cx cia mau thit theo mot cach khac:

Tién hanh sic ky mot mau thit va mau thi da duge thém chudn nhu trén.

St dung mot pic khong muén dinh lugng ctia mau thit nhu 14 mot chuén néi.

Thi du: Tién hanh sic ky moét mau thi c6 3 thanh phéin, thu duge sac
do (a), sic db6 nay c6 3 pic dudc danh sé 1a 1; 2 va 3. Gia st khéng mudn
dinh lugng thanh phan thti nh&t. Dé

dinh lugng thanh phan tht hai va ba, 2
ching ta thém nhiing lugng da biét "

cua hai thanh phan nay vao hén hgp
r6i tién hanh sic ky lai, thu duge sac
do (Hinh 3.14). |

Hinh 3.14: S3c d6 dinh luong, phéi hop 5
phuong phap chuén ngoai va noi. |
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Bang cach st dung pic khéng muén xac dinh ctia mau tht nhu 14 mét
chudn ndi trong phuong phap thém nay, ching ta sé cuc tiéu hoa dudc cac sai
s6 gy nén trong qua trinh dinh lugng nhu da trinh bay 6 trén.

Trong truong hop mau thi khong chita pic khong muén xac dinh thi c6
thé thém mot chdt chuin ndi vao miu thi rdi tién hanh phén tich nhu trén.

Tinh két qua: Dya vao dién tich pic (S) hodc chiéu cao (h).
Tinh néng do6 ctia thanh phan thi hai:

R, =S,/S, (dshcdda)
R, =85, /S,(5sdcdob)
Rysm =R, -R,

Yini = Yinew)- R/ Ripem

Néng do cua thanh phan thi ba: Cach tinh tuong tu .
o Ky thudt thém duong chudn:

Nguyén tdc: Chuin bi mot diay hén hop gom cac luong mau thi giong
nhau va cac chit chudn (tuong tng véi cac thanh phan can xac dinh) véi lugng
tang dan. Xt 1y mau rdi tién hanh séc ky. Dung dudng chudn tuong quan giiia
dién tich (S) hoéc chiéu cao (H)cta pic tong (tht + chudn) véi lugng hodc nong
d6 cta chit chuidn thém (AC). Giao diém cta dudng chuin kéo dai véi truc
hoanh chinh 14 nong do6 ctia chat can xac dinh.

dd thi
/ Sy  thém chuén
I [ 1 1 1 | >
A 2 A s
Cy | C chuan thém vao

Hinh 3.15: D6 thi phuong phap thém dudng chuén
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e Phuong phdp chuén hod dién tich (Area Normalization)

Nguyén tdc: Ham lugng phan trim ctua mét chét trong hén hgp nhiéu
thanh phan dugc tinh bang ty 1é phan tram dién tich pic ctia né so véi téng
dién tich cua tat ca cac pic thanh phan trén sic do .

Phuong phap nay yéu ciu tat ca cac thanh phan déu dudc ria giai va
ducc phat hién.

T4t ca cac thanh phan déu c6 dap ting detector (response) nhu nhau.

Ky thuat nay dudc st dung nhiéu trong sic ky khi vi thudng c6 dap tng
nhu nhau ¢ detector ion hoa ngon liia (FID).

Trong khi dé6 1¢i ich ctia k§ thuat nay trong HPLC bi han ché vi dap ting
nhu nhau 1a diéu thiéu chéic chan.

Vidu -
Phan tach sic ky mot hén hop gdbm 3 thanh phan : X, Y, Z.
Ham lugng phan tram cta X duge tinh nhu sau :

5,.100  S,.100

=g TS, 48, o
x TOy 97 S
;.

Trong phuong phap trén néu xét dén dap tng khac nhau caa detector thi can
phai xac dinh cac hé s6 dap ting d61 v6i méi chat dé hiéu chinh su sai khac do.

Heé s6 dap lién hé véi chat chuén theo cong thic:

O day:
Sg va Sy : dién tich ctia pic chudn va pic thi
Cqva Cy : néng do ctiia chit chuén va chat thi
fs : hé s6 hiéu chinh ctia chuén.

Phuong trinh tinh ham lugng % cua X sé 1a:

Sy .F,.100
SyFy +SyF +S,F,

%X =

Trong mét s trudng hop cé thé tng dung phuong phap chuin hoa dién
tich pic &€ dinh lugng cac tap chat trong thudc.
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CAU HOI TU LUONG GIA

3.1. a/. Mot dung dich cia mot chat thude c6 nong do 6,4.10° M, do d6 hap thu
cua dung dich nay 6 buéc séng 255 nm, dung cuvet lem thu dudec mat
do quang A = 0,847.
Tinh hé s6 hap thu phan ti € ctia chat 6 255 nm ?
b/. Can chinh xac 10,0 mg cta thudc néi trén (c6 phan ti lugng Mw 200,0),
dem hoa tan trong nudc via du 1 lit. Do @6 hap thu ¢ A 255nm véi
cuvet lem duge A = 0,556.

111



3.2.

3.3.

3.4.

3.5.
3.6.

3.7.

112

Hay tinh d6 tinh khiét cia mau thude.
Ddp s6: al. € =1,32 . 10*
b/. 84,2%

Poldin methylsulfat c¢6 cuc dai hap thu & 257 nm. Chuéin bi 5 dung dich
ctia né trong methanol véi néng d6 dudi day va do d6 hap thu cua mobi
dung dich 6 A = 257nm, cuvet lcm.

a/ Hé nay c6 tuan theo dinh luat Lambert-Beer khong ?

b/ Tinh AY™. & 257 nm.

lem

¢/ Tinh hé s6 hap thu phan ti . Biét Mw cua poldin sulfat 1a 451.

C(mg/ml) Az
0,1 0,105
0,2 0,207
0,3 0,318
0,4 0,420
0,5 0,529

d/ Hoa tan 50,0mg Poldin methylsulfat trong methanol trong mo6t binh
dinh mtc dung tich 1 lit, thém methanol t6i vach. Do d0 hip thu cua
dung dich nay 6 A 257nm, dung cuvet 2 cm, duge A = 0,946. Gia thiét
rang nhiing tap chat c6 mat khong hap thu anh sang & buéc séng nay.

Hay tinh % do tinh khiét cia mau th.
Dap s6 : b/ A™,  =10,5; ¢/ e = 474; d/ 90,2%
Tolbutamid c6 Mw 270,4; ¢ = 703 6 262 nm. Néu mot vién nén tolbutamid

dudc hoa tan trong nudc va hoa loang t6i du 2500ml thi do hap thu cua
n6é A= 0,520 6 262 nm, cuvet lcm.

Hay tinh ham lugng cua tolbutamid trong vién ?
Dap s6 : 500mg

Su hinh thanh phé huynh quang va tGng dung cta phuong phap phd
huynh quang trong phan tich ?

Ung dung quang phé héng ngoai trong dinh tinh cac chat hitu co ?

Tinh néng d ctia dung dich Viatamin B,, biét rang khi pha loang 200 lan va do
do hap thu ¢ 361 nm duge A = 0,450. Cho A (1%, 1cm) cua B,, 6 361nm = 207.

Sac ky pha thuan va pha dao la gi ?
Cho vi du vé pha tinh va pha déng dung trong sic ky pha thuéan va pha dao.



3.8.

Thoi gian luu tuong d6i cua codein, heroin, methadon, morphin va
propoxyphen la: 1,00; 1,89; 0,55; 1,16 va 5,90.

Biét ty cia codein 14 6 phit. Tinh thoi gian luu caa cac chat khac?

3.9. Dit kién sau thu dudc béng sic ky trén cot dai 40cm.

3.10.

3.11.

Tén chat tz (phut) W, ,(phut)
Chat khéng Iuu gitt 1,9 -
A 10,0 0,76
B 10,9 0,82
C 13,4 1,06

Hay tinh :
a/. S6 dia ly thuyét trung binh cta cot ?
b/. Chiéu cao cua dia ?

c¢/. Do phan giai cho:

+BvaA
+BvaC
+AvaC
Cho c6t sic ky dai 30 cm. Khi chay séc ky tach hén hgp 2 chat thu dudce
két qua:
Chat t: (phat) Chiéu rong day pic W(phat)
Chat khéng luu gilr 1,30 -
A 16,40 1,11
B 17,63 1,21

Hay tinh :

Do phan giai caa cot

Sé dia ly thuyeét trung binh cta cot, chiéu cao dia.

Néu ching ta muén do phén giai trong tach 2 chit A va Bla Ry, = 1,5 thi:
a/. Yéu ciu cot phai c6 sb dia ly thuyét 1a bao nhiéu ?

b/. Néu khong thay d6i 2 pha, chiéu dai cét sé phai 14 bao nhiéu ?

Khi chay sic ky mot hén hop 2 chat A va B thu dude thoi gian luu 1an
lugt 1a: 10,0 va 10,9 trén cot dai 40cm. Mot chat khong luu giti qua cot &
1,9 phut.

Chiéu rong day pic cia A va B 1a 1,52phut va 1,64 phut.
Cho biét thé tich pha tinh Vg = 19,6ml va thé tich pha dong V,,; = 62,6ml.
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3.12.
3.13.

3.14.

3.15.
3.16.

3.17.

114

Hay tinh :

a/. Hé s6 dung luong k' cho méi chat ?

b/. Hé s& phan bd cho mbi chat ?

c/. Hé s6 chon loc cho A va B ?

Hay so sanh sic ky 16ng hiéu nang cao véi séc ky cot b dién ?

Trinh bay vé su khac nhau giiia sic ky trao d6i ion va séc ky loai c¢d (sic
ky trén gel) ?

Hay trinh bay vé cac loai bom st dung trong HPLC, vu, nhuge diém cta
moi loai ?

Nguyén tic hoat dong ctia detector din nhiét va ion hoa ngon lia ?

Hay trinh bay vé phuong phap st dung chun néi trong dinh lugng bang
sic ky 16ng hiéu nang cao ?

Hay néi vé phuong phap thém chuén trong dinh lugng bang HPLC ?



Chuong 4.

KIEM NGHIEM THUGC BANG PHUONG PHAP SINH HOC

MUC TIEU HOC TAP
1. Viét duoc nhitng ddc diém co bdan vé hinh thdi, tinh chdt nuoi cdy cia
vi khudn, ném méc, ném men dé dp dung trong thi nghiém vi sinh vit.

2. Biét phuwong phdp lam mét méi truong nudi cdy vi sinh vdt va néu
dudc cac phuong phap tiét trung.

3. Trinh bay dwoc muc dich, nguyén tdc, phuwong phdp thi vo trung va
dém s6 luong vi sinh vdt trong 1 gam (1 ml) duoc phéam.

—  Néu duwoc vai tro cua phuong phdp sinh hoc trong kiém nghiém chdt
khang sinh, va trinh bay dugc thu nghiém dinh luong chdt khdng
sinh bang phuong phdp khuéch tdn.

4.1. MG PAU

Trong nganh Dudc c6 nhiéu phuong phap khac nhau dé kiém tra chat
lugng cua thuéc nhu phuong phap hoa hoc, phuong phap vat ly, phuong phap
sinh hoc.

Phuong phap ho4, 1y tién hanh nhanh chinh x4c nhung chi ap dung dugc
v6i cac chat c6 thanh phan hoi hoc di biét va khéng danh gia dugc ban chit
sinh hoc ctia mét duge pham. Dé xac dinh cac dic tinh sinh hoc theo yéu ciu
ctia mot s6 duge phdm nhu: hoat luc tac dung cia chit khang sinh, su vo trung,
d6 nhiém khuédn, doc tinh b4t thudng ctia mot s6 loai thuée, hay hiéu luc va tinh
an toan cua cic vaccin ... ngudi ta phai dung phuong phap sinh hoc.

4.1.1. Nguyén tic

Phuong phdp sinh hoc dva trén nguyén tdc:

So sanh hiéu luc tac dung hodc cac dic tinh riéng cua chit thiu véi chat
chuén tucng tng trong cing mot diéu kién va thoi gian thi nghiém.

Trong linh vuc kiém nghiém thudc, hai loai thi nghiém sinh hoc dudc ap
dung nhiéu nhat la:

— Kiém nghiém thuéc bang cac phuong phap thi trén dong vat.

— Kiém nghiém thudc bing cac thit nghiém vi sinh vat.
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4.1.2. Chit chuin

Trong tht nghiém sinh hoc ch&t chuéin 1a mot yéu t6 quan trong dé danh
gia chat lugng chat thi. Cha't chudn duge chia lam hai loai:

— Chdt chudn géc: 1a nhiing chit dong nhat c6 d6 tinh khiét cao. Chat
chuén goc thudng dude 1am & cic vién nghién ctu qudc gia hodc quéc t&
riéng vé chit chuén sinh hoc.

—  Chdt chudn thi cdp: cing 1a chit c6 d6 tinh khiét cao, c6 hoat tinh sinh
hoc dudc xac dinh theo chit chuén géc quéc té tuong dng.

Ch&t chuédn phai dude bao quan trong cac ong thuy tinh ¢ nhiét d6 thich hop
tuy theo mau (thuong 6 nhiét d6 < 5°C) trong diéu kién kho, tranh anh sang.

4.1.3. Danh gia két qua

Thi nghiém sinh hoc thuong c6 thoi gian thi nghiém kéo dai va phu
thudc vao nhiéu yéu t6 nhu tinh chat dap ting cua sinh vat thi nghiém, nguoi
lam thi nghiém, cac diéu kién thi nghiém. Cac yé&u té nay thuong khong 6n
dinh. Vi vay két qua thi nghiém sinh hoc phai dudc danh gia bang toan thong
ké. Do chinh x4c ciia phép thit dugde thé hién bing giéi han tin cay.

4.2. KIEM NGHIEM THUGC BANG PHUONG PHAP THU TREN DONG VAT
4.2.1. Nguyén tac

Kiém nghiém thudc bing cac phép thi trén dong vat dua trén su dap dng
ctia dong vat thi nghiém d6i véi cac ché phdm dude dua vao co thé mét liéu
lugng theo quy dinh cta ting thi nghiém dé danh gia chit lugng caa ché pham
can thu.

4.2.2. Bong vat thi nghiém

Dong vat dung trong thi nghiém phai déng déu, thuan khiét vé noi gidng,
khoé manh khong nhiém bénh, khong cé thai va dude nudi dudng day da. Méi
thi nghiém c6 nhu cdu khac nhau vé giong, trong luodng, tudi cia déng vat.
Chat lugng ctia dong vat quyét dinh do chinh xac cua phép thi.

4.2.3. Thr in vivo va in vitro

— Thi nghiém dugc thuc hién trén co thé dong vat séng goi 1a thi in vivo.
Ngudi ta dya trén cac théng s6 nhu nhiét d6 co thé, nhip tim, dién tAm
do, dién ndo do, su thay doi huyét ap, phan xa hé than kinh hoic ty 1é
song, chét ctia dong vat thi nghiém... dé danh gia tac dung va chéit
lugng cta thudc.

— Phép thii c6 thé dugc tién hanh trén cac co quan cb lap caa dong vat,
nhu tim, ti cung, rudt, mau... goi la thi in vitro.
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4.2.4. Liéu (Dose)

Liéu 1a lugng ché phdm thi dua vao co thé dong vat mot 1an cho ting
muc dich thi nghiém. Vi du: Liéu LD,, LDy, LDy, MLD, liéu thit chét ha ap,
liéu thi chat gay sot.

4.2.5. Cac thir nghiém trén dong vat dugc ap dung trong kiém nghiém thudc
. Trong cac dudc dién thudng cé cac thi nghiém sau day dude thuc hién
bang cac phép thi trén dong vat nhu:
— Thu doc tinh bat thudng
— Th chat ha huyét ap
—  Thi chat gay sot

— Dinh lugng cac hormon: gonadorelin, corticotrophin, insulin, oxytocin,
menotrophin, ...

— Kiém tra tinh an toan ctia vaccin va sinh pham.

— Xac dinh hiéu luc cta cac vaccin va antitoxin.

4.3. KIEM NGHIEM THUGC BANG CAC PHEP THU VI SINH VAT
4.3.1. Dai cuong vé vi sinh vat

Vi sinh vat 1& nhiing co thé séng c6é kich thude rat nhé ma méit thuong
khong thé nhin thdy dudc. Néu cdn quan sat hinh dang cta ching phai dung
kinh hién vi. Trong tu nhién, vi sinh vat ton tai rt phong phu va da dang,
ching déng vai tro tich cuc vao vong tudn hoan vat chat. Nhiéu loai vi sinh
vat dudc ing dung trong cac linh vuc y té&, cong nghiép, nong nghiép nhu cac vi
sinh vat c6 kha ning lén men rugu, sinh téng hgp khang sinh, vitamin, acid
amin, vi sinh vat c6 dinh dam & thuc vat...

Trong qua trinh hoat dong séng, bén canh nhiing dic tinh c6 ich, vi sinb
vat cting gay nhiéu tac hai cho nguoi, dong vat, thuc vat nhu: lam bién doi
chat lugng thudc, hong thuc pham, mot sé c6 kha niang gay bénh hoéc sinh doc
to c6 hai.

R A - R LN A > P A . .
Dé phuc vu cho viéc kiém nghiém thuéc bang cac thi nghiém vi sinh
N N N 2R ~ N s R , . , Lo N ..
vat, ta can tim hiéu mot s6 ddc diém chinh ctia hai nhém vi sinh vat 1a vi
/\‘) N h A
khuan va vi nam.

4.3.1.1. Vi khuén (Bacteria)
o Ddc diém:

Vi khudn 1a nhiing vi sinh vat don bao cé cdu tao t& bao tlen nhan
(Procaryote) ¢6 kich thude rat nhé. Puong kinh t& bao phan 16n thay d6i trong
khoang 0,2 — 2 0um chiéu dai tu 2 - 8um. Vi khuén co nhiéu hinh dang khac
nhau, nhu hinh cau, hinh que, xodn, dau phay. Vi khuén chi sinh san v tinh,
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mot s6 tao bao tii. Mi t& bao vi khuén chi c6 mot bao tit. Mot s6 vi khuén c6
kha ning di dong nhd su c6 mit ciia mot hodc nhiéu 16ng (flagella).

e Phan loaqi:

Viéc phan loai vi khuén rat phtc tap, phai dua vao nhiéu dic diém, hinh
thai, sinh 1y, sinh hoa dé chia vi khudn thanh cac ho, chi, loai khac nhau. Véi
muc dich phuc vu cho céng tac kiém nghiém thuédc, ta khong di sdu vao nghién
ctu phan loai, nhung cin tim hiéu vi khuén, theo cac nhém dua trén hinh thé,
tinh chat bt mau thuéc nhuém Gram va kha nang hé hdp ctua ching.

—  Theo hinh thé:

+ CAu khuidn (Coccus): Vi khuin hinh ciu c6 thé dling riéng ré
(Micrococcus), thanh tung dam (Staphylococcus), hodc chuodi
(Streptococcus), hay xép thanh tung déi (Diplococcus).

+ Tryc khuén (Bacillus): Vi khuén hinh que ngén diing riéng 1é hay thanh
chudi (Bacillus anthracis) hodc hinh que hai dau tron (Escherichia coli).

Xoan khuén (Spirillum): Vi khuan hinh 16 xo nhu: Treponema Pallidum.
+ Phay khuén (Vibrio): Vi khuan hinh d4u phay nhu Vibrio cholerae.
— Theo tinh chat bit mau thudc nhuém Gram.
+ Vikhuén c6 mau tim sau khi nhuém Gram: Vi khudn Gram +
+ Vikhudn c6 mau dé sau khi nhuém Gram: Vi khuédn Gram —
— Theo d#c tinh cta qué trinh ho hap:
+ St dung oxy tu do trong qua trinh hé hap: Vi khuén hiéu khi.
+ Phat trién duge ca trong diéu kién hiéu khi va ky khi, c6 qué trinh ho
hép nitrat: vi khuan ky khi khéng bat budc.
+ Chi sé’ng, trong diéu kién ky khi, ¢c6 qua trinh hé h&p sulfat: Vi khuédn
ky khi bat budc.
e Sinh sdn ctia vi khudn:

A ]
log N |

thoi gian
Hinh 4.1: Budng cong sinh trudng cta vi khudn
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— Vi khuén sinh san bang cach phan d6i t& bao. Su phan chia t& bao xay
ra rat nhanh. Trong diéu kién méi truong thich hop va khéng cé cac
yéu t6 kim ham thi mot t& bao vi khudn sau 6 gio c6 thé sinh ra
250.000 t& bao méi. Tuy nhién, su nhan 1én cta vi khuén khéng phai la
vO tan, né con phu thudc vao nhiéu yéu to. Trong moi truong nudi cay,
su sinh san ctia vi khuén sau mot thoi gian nhat dinh sé bi ngiing lai vi
nhiéu nguyén nhan nhu: thic &n bi hét dan, hoic vi khuén cé thé tiét
ra nhiing ch&t kim ham su phat trién cta chung.

— Téc @ phat trién cta vi khuédn trong méi trusng nubi cdy tinh thay doi
theo thoi gian va tuan theo mot quy luat nhat dinh bao gdbm 4 pha: Pha
lag, pha logarit, pha 6n dinh va pha td vong (Hinh 4.1).

— Su phat trién cta vi khuén trong méi trudng 16ng cé thé quan sat sau
khoang 18 - 24 git nudi cdy. Ching c6 thé lam duc méi trudng, tao vang
trén bé mét hodc lang cidn 6 day 6ng nghiém.

— Trén cac méi trudng dac, khuan lac ctia cac vi khudn thudng nhé hon
khuén lac ctia vi ndm, bé mat nhén, béng, uét hodc nhin nheo, ... Khuin
lac ctia vi khuén tao sfc t6 véi cac mau nhu: tring (Staphylococcus
albus), vang (Staphylococcus aureus), héng (Micrococcus), xanh
(Pseudomonas aeruginosa), ... Méi vi khudn c6 dic tinh riéng vé hinh
dang, kich thudc, mau sic khuén lac. Cac dic tinh nay gitp cho viée xac
dinh vi khuén trong qua trinh kiém nghiém dugc pham.

4.3.1.2. Vi ndm (Microfungi)
e Ddc diém:

Vi ndm c6 cdu tao té bao nhan that (Eucaryote). T€ bao vi nAm rat nho.
Muén quan sat can dung kinh hién vi. Ndm khong c6 chat diép luc, song hoai
sinh hoic ky sinh, sinh san vé tinh ho#c hitu tinh.

Vi ndm bao gdém hai loai 12 ndm men va ndm méc. Trong kiém nghiém vi
sinh vat, cAn phat hién hai loai nay c6 trong dugc pham.

e Ndm men (Yeast):

— N&m men c6 cdu tao don bao, sinh san cht y&u bing niy chdi. T& bao
nidm men c6 kich thude, hinh dang khac nhau tuy loai. Ching cé thé
hinh c4u, bau duc, hinh qua chanh, hinh éng...

— Khuén lac ndm men bao gébm nhiéu ca thé thuong thudc mot loai phat
trién ti mot ca thé me tao thanh mot khoi. Khuén lac nAm men thudng
to hon khuén lac vi khuéin, bé mit c6 nép nhin hodc tron nhin, khéng
tao sgi.

— N&m men dudc st dung nhiéu trong cong nghiép thuc phdm nhu lam

banh my, bia, rugu... Nhung nhiéu ndm men giy bénh hoic lam hdéng
thuc pham, thudc.
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e Ndm moc (Mold):

— N&m moc c6 cdu tao sdi, sinh san bang bao ti, song hoai sinh, ching
thuong phat trién trén bé mat co chat duéi dang nhiing 16p hinh sgi,
mang nhén ho#c khoi sgi bong.

Soi ndm rat nho, dudng kinh trung binh 5um, chiéu dai c6 thé vai chuc
centimet. S¢i ndm c6 vach ngin hoac khong c6 vach ngan. Toan bd sgi
ndm va cac nhanh phat trién ti mot bao td ndm réi dan két nhau
thanh mot khéi goi 14 hé s¢i nam.

— Trén mdi trudng thach nudi cdy, hé sgi ndm phat trién thanh mét khai
c6 tiét dién hinh tron hoic gan tron goi 1a khuén lac. Khuan lac dudc
dic trung bdi mau sfc clia sgi ndm va caa bao ti. Bé mat khuén lac c6
thé mugt, dang hat, dang sgi hoéc x6p...

— N&m sinh san bang bao ti: Bao ti vo tinh hoic bao ti hitu tinh . Su
sinh san v6 tinh va hiiu tinh luén dan két nhau trong qua trinh sinh
trudng ciia ndm. Vi vay, ndm phat trién rat nhanh trén bé mit cac co
chdt. Ndm moc thudng gdy ra nhiing bién déi vé mau sic, mui vi, chat
lugng cta thude. Mot s6 sinh cac doc t6 (Mycotoxin) c6 hai cho ngudi va
dong vat.

4.3.1.3. Su danh hudng cua cdc yéu té ngoai canh doi vdi qud trinh phdt trién
cua vi sinh vt

Sinh trudng va trao déi chit ctia vi sinh vat lién quan chit ché dén cac
diéu kién ctia méi trudng bén ngoai. Cac diéu kién nay bao gom hang loat cac
yéu t& khac nhau, tac dong qua lai v6i nhau. Da s6 cac yéu t6 déu c6 mot dac
tinh tac dung chung biéu hién & 3 diém hoat dong: Téi thidu, t6i vu, cuc dai. Khi
mot yéu td c6 tac dung t6i uu, vi sinh vat phat trién véi toc do cuc dai. Néu yéu
t6 nay c6 tac dung cuc dai, vi sinh vat ngiing sinh truéng va thuong chét.

Cac yéu t6 bén ngoai c6 anh hudng dén doi séng cua vi sinh vat la vat ly,
ho4 hoc va sinh hoc, trong d6 cac yéu t6 vat ly 1a dang chu y nhat. Yéu t6 vat
1y bao gébm nhiét do, @6 4m va anh sang:

e Nhiét do:

Nhiét do 1a yéu t6 quan trong nhat d6i véi doi séng vi sinh vat. Mbi loai
vi sinh vat c6 mot giéi han nhiét @6 phat trién thich hop. N6i chung dé6i véi vi
sinh vat, nhiét d6 phat trién thudng tit 15 — 45°C.

O nhiét d6 cao sé lam thay d6i qua trinh trao d8i chat cta vi sinh vat,
vi sinh vat bi chét. Cac té bao sinh dudng thuong bi chét ¢ nhiét do6 60°C/20
- 30 phut.

Cac bao tu chi bi tiéu diét ¢ nhiét do 120°C/ 30 — 40 phut. Tinh ch4it nay
dudc ting dung trong viéc tiét trung. Nhiét do thap chi c6 tac dung kim ham su
phéat trién cua vi sinh vat (tru vi sinh vat ua lanh).
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e D6 dm:

Hau hét cac qua trinh séng cua vi sinh vat c6 lién quan dén nude. Khi
thi€u nude xay ra hién tugng loai nude khoi t& bao vi sinh vat, trao déi chat bi
giam, t& bao sé chét. Vi vay, dé bao quan dude phdm, dude liéu tranh khéi tac
dong cta vi sinh vat cAn c6 mét giéi han dd 4m nhat dinh.

e Anh sdng:

Anh sang mat troi gdm cac tia biic xa nhu: tia td ngoai, héng ngoai, tia
gamma c6 tac dung pha huy té& bao vi sinh vat, dic biét 1a tia ti ngoai. Btic xa
UV buéc séng khoang 260nm, c6 tac dung diét khudn manh nhat. Du6i anh
hudng cua tia UV, vi sinh vat bi chét hodc dot bién tuy theo liéu lugng.

Dé ngin ngtia tac hai cta vi sinh vat d6i véi thude cac tac nhan vat ly
trén can dugc van dung trong qua trinh san xudt va bao quan dudc pham,
nham han ché t6i da sd lugng vi sinh vat gay nhiém ban dau. Dong thdi cac
ché& phdm dudgc phai dugde quy dinh giéi han vi sinh vat cho phép.

4.3.2. Méi truéng nudi cay vi sinh vat
MOo6i trudng nudi cdy la nhiing chat dinh dudng thich hdp nham dam bao
cho vi sinh vat sinh trudng va phat trién.

Mb6i trudng can c6 3 diéu kién sau: Day du chat dinh dudng theo yéu cau
thi nghiém, c6 pH trong khoang quy dinh va phai vo trung.

Mbo6i truong gom 3 loai:

— Mbi trudng tu nhién: nguyén liéu c6 ngudn géc ti dong vat hay thuc vat
(nhu cao thit, cao men, pepton, tinh bét...). Thanh phan c6 thé thay d6i
tuy theo nguon goc nguyén lidu.

— MBbi trudng téng hop: bao gém cac hoa chit thuan khiét da dude quy
dinh va thuong hoa tan trong nudc.

— Moi truong ban tdng hop: trong thanh phan méi trudng cé ca céc
nguyén liéu tu nhién va téng hop.

Pha ché& méi truong 1a mot khau rat quan trong trong cac thi nghiém vi
sinh vat.

D6 chinh xac ctia két qua thi nghiém phu thudc rat nhiéu vao chat lugng
moi truong.
4.3.2.1. Phuong phdp pha ché méi truong

Khi pha ché& méi truong can tién hanh qua 6 budc sau:
e Chudn bi dung cu hod chét:

Dung cu pha ché& moéi trudng tot nhat 14 bing men hodc thuy tinh. Cac
dung cu phai rtia sach, hoéc tiét tring néng trudc khi st dung.
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Nguyén liéu pha ché& méi truong phai ddm bao chat lugng, hoa chat phai
tinh khiét. Néu 1a cac dang bot hodc tinh thé phai kho, khong d6i mau, khong
chay nudc.

e Cdn dong nguyén liéu:

Cac nguyeén liéu phai dudc cAn dong chinh xac, nhat 12 nhiing hoa chat
hodc nguyén t8 vi lugng c6 thé giy tc ché vi khuidn (mudi mat, sit...) phai
dudc cAn bang can phan tich.

e Hoa tan nguyén liéu:

Thudng dung nude cdt hodc nude khit khoang dé pha méi trudng. Cac hoa
chat duge hoa tan néng hoidc lanh tuy theo tinh chit cua ching. Mai trudng
khéng c6 thach nén hoa tan lanh hodc néng nhe. M6i trudng cé thach can dun
cho thach tan hoan toan sau d6 méi cho cac thanh phan khac vao.

e Diéu chinh pH:

Khi diéu chinh pH ctia méi trudng nén thuc hién & nhiét do 45 - 50°C dé
pH it bi thay d6i sau khi tiét trang. Cac dung dich NaOH 1N va HCl 1IN
thuong dude st dung dé diéu chinh pH. Sau khi diéu chinh pH, cin bé sung
nude cho du thé tich quy dinh.

e Lam trong mobi truong

Céac méi truong 1ong (bao gébm cac chit hoa tan) phai trong dé d& quan
sat su phat trién ctia vi sinh vat. Sau khi hoa tan céac chat, néu méi truong duc
can phai loc qua vai gac hoéc gidy.

e Doéng ong tiét trung:

Mboi truong dudc cho vao 6ng nghiém binh nén ho#c binh cau, tuy theo
yéu cau thi nghiém. Khi déng 6ng, khéng dugc dé méi trudng dinh vao miéng
ong hoéc binh.

Mbi trudng cAn phai dude tiét trung ngay sau khi déng géi. Néu dé 1au,
tap khuén sé phat trién lam hong méi trudng.

Cac moi truong théng thuong duge tiét tring 110°C/30 phit hoac 120°C/
20 phit.

Mb6i trudng cé cac chat dé bi pha huy bdi nhiét, can tiét trung ¢ nhiét do
th&p bing phuong phap Tyndall, Pasteur, hoéc dung loc vi khuén. Méi trudng
dudc 18y ra khoéi néi hdp ngay sau khi tiét trang xong. Néu dé lau trong ndi
h&p méi trudng bi chuyén mau va giam chit lugng.

Pha ché moi truong ti hén hop bot moi truong ché san:

O nhiéu nuée trén thé giéi c6 cac loai moéi trudng dudi dang bot kho chia
ddy du cac thanh phan theo yéu cau, cadc mdi truong nay dudc lam ti nguyén
lidu, hoa chit tinh khiét nén chat lugng méi trudng dam bao va on dinh. Khi
lam thi nghiém méi truong duge pha v6i nude theo ty 1& quy dinh, nhung phai

122



dung nuée méi cat hodc nude khit khoang, trung tinh dé pha ché. Néu bot méi
truong da cit cAn phai kiém tra lai pH sau khi lam méi trudng.

4.3.2.2. Bao quan méi truong
—  Mai truong bot kho dude giti 6 10 - 12°C trong diéu kién khd, tranh anh
sang.
— Mbi truong da pha ché dudc bao quan 6 4 — 10°C trong 1 — 2 thang tuy
theo thanh phan méi trudng.
4.3.2.3. Cdc phuong phdp tiét trung
Tiét trung 14 mot qua trinh lam cho mét vat hodc mot san phdm khong con vi
sinh vat song dudge. Tiét trung duge thuc hién bing phuong phap vat 1y, hoa hoc.

Chon phuong phép tiét trung phu thudc vao tinh chat ly hoa va d6 bén
viing ciia moi trudng.

o Tiét tring bang nhiét kho:

Phuong phap nay dung dé tiét trung cac dung cu thi nghiém bén véi
nhiét nhu bong, bang, vai, gac, dung cu thuy tinh...

Diéu kién tiét trung la: 180°C/ 30 phut hodc 170°C/ 1 gid, hoac 160°C/2 gid.

Céc dung cu thuy tinh dé déng moéi trudng phai dude tiét trung kho trude
khi dung.

e Tiét trung bang hoi nude:

Phuong phap dung nhiét uét thuong dude dung dé tiét trung méi trudng
nudi cdy va cac dung cu phau thuat.

—  MBbi trudng thudng duge tiét tring bang noéi hap ¢ 121°C/ 15 phit.

Céac moi truong dé bi hong bdi nhiét nhu méi trudng cé dudng, siia, bia,
mau, albumin... cin tiét trung 6 nhiét do thap bang cac phuong phap sau:

— Tiét trung gian doan (phuong phap Tyndall):

Mbi truong dugc hap 3 - 4 1an é nhiét do khong qua 100°C trong 30 - 40
phut, cach nhau 24 gid. Gifia hai 1an h&p cho méi trudng vao u ¢ 28 -
32°C/ 24 gio cho bao tii nay mam. Cac bao ti song s6t ndy mam sé bi tiéu
diét 6 1an hap tiép theo.

— Khi trung nhiét do thap (phuong phap Pasteur):

Dun cach thuy méi truong 60°C/ 30 phit, hoac 73°C/ 15 phit sau do6
lam lanh d6t ngdt dudi 10°C. Phuong phap nay khong diét duge bao tu.

e Phuong phadp loc:
Phuong phap loc dude dung dé tiét trung céc chit dé& bi pha huy bdi
nhiét. Cho chat 16ng chiy qua mang loc c6 kich thudc 16 loc < 0,22um. Phan
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chay qua phéu dugc dyng trong cac dung cu vo trung. Thiét bi loc va mang loc
phai dugc tiét trung trude khi dung.

e Phuong phap dung tia biuc xa:

Tia ti ngoai (UV) duge ding nhiéu nhat dé tiét trung cac budng pha ché,
tu cdy vi sinh vat.

Pén ti ngoai phai dude chidu truc tiép, thing géc véi noi lam thi nghiém
va liéu lugng chiéu phai du véi dién tich budng.

Tia UV it c6 tac dung diét ndm, vi vay khi khii trung budng pha ché& can
phoi hgp thém phuong phap dung hoa chat dé khii nam.

4.3.3. Thit vo trung
4.3.3.1. Muc dich

) A < M )3 - A P “ 9 . A . g
Thu v6 trung nham muc dich phat hién sy ¢c6 méat cua vi khuan, vi ndm
trong cac ché pham nhu dich tiém truyén, mot s6 loai thudc tiém, thudc tra
g N 2 ~ N *A A A A . A N
mét va cac dung cu y t& ma theo tiéu chuan riéng can phai vo trung.

4.3.3.2. Nguyén tdc

Vi sinh vat c6 trong ché phdm tht sé phat trién trén cac méi trusng dinh
dudng thich hgp, ching lam duc méi truong 1ong tao vang trén bé mait hodc
ldng can ¢ day ong nghiém. Trén mdi truong dic vi khuén, vi nAm moc thanh
cac khuén lac diac trung.

4.3.3.3. Méi truong

Trong nhiéu duge dién thudng ding méi trusng Thioglycolat 16ng dé phat
hién vi khuédn hiéu khi, ky khi va moéi trusng Casein dau tuong 1ong dé phat
hién vi khudn, vi ndm. Tuy nhién, c6 thé dung cdc méi trudng khéc cho thi
nghiém, véi diéu kién cic moi trudng nay thich hop cho sy phat trién cuaa loai
vi sinh vat cAn phat hién. Vi du c6 thé diung méi trudng canh thang cao thit -
pepton dé phat hién vi khuan hi€u khi; méi trusng Wilson - Blair phat hién vi
khuén ki khi; méi trudng Sabouraud 16ng cho su phéat hién vi ndm.

o Kiém tra chdt luong moéi truong:
— D06 vo trung:

Lay 1-2 6ng (hodc binh) méi truong méi lam 1 6 30 - 35°C it nhat trong 4
ngay d6i v6i moi trudng phat hién vi khuén, va 25 - 28°C it nhit trong 7 ngay
v61 moi truong phat hién vi ndm. Sau thoi gian nuéi cdy, cac 6ng modi truong
khong dudc c6 vi sinh vat moc (c6 thé & cac 6ng méi trudng song song véi cac
ong dudc cdy chat thi)

— Kha ning dinh dudng:

Cay vao mdi 6ng mdi trudng thich hop khoang 100 té& bao cac vi sinh vat sau:
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+ Vi khuén hiéu khi:
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Pseudomonas aeruginosa

+ Vi khuén ky khi:
Clostridium sporogenes

+ Vindm:

Candida albicans
Aspergillus niger

Ong thii vi khudn duge nudi cdy 30 - 35°C/ 3 ngay, 6ng thi vi ndAm 4 & 25
- 28°C/ 5 ngay.

Sau thdi gian nudi cdy vi sinh vat phai phat trién tét trén cdc méi trudng.

4.3.3.4. Ldy méu thur

Trong thi v6 trung, c6 thé coi toan bo sé éng hoic lo thude dude khi
trung hodc dudc phan bd vé trung trong ciing moét diéu kién 1a mot 16 thude.
Thong thudng, khi mot 16 ¢6 it hon 100 don vi, 14y 3 don vi dé kiém nghiém.
Néu nhiéu hon thi ct@ 50 don vi 1ay thém mdt don vi nhung khong quéa 10.

Tuy nhién, khi 14y miu ciing can phai dua vao tiéu chudn nganh hoic
tiéu chuan cd sd cua tiing san pham dé 14y mau cho thich hdgp.

4.3.3.5. Kiém tra tdc dung tc ché'vi sinh vat cia ché pham thu

Mot s6 thudc trong qua trinh san xuit duge thém cac chit bao quan.
Nhiing chat nay c6 thé anh hudng dén su phat hién vi sinh vat c6 trong
ch& pham.

Mbt ché phdm chua biét c6 tac dung tc ché hay khéng thi cAn phai kiém
tra tac dung tc ché dé6i véi cac vi sinh vat sau:

L4y it nhat 2 6ng ctia moi loai moi trudng phat hién vi khudn hiéu khi,
ky khi, vi ndm, cdy vao mot trong hai 6ng ché phdm can thi.

Cay khoang 100 té& bao (0,1 ml nhii dich vi sinh vat dude pha khoang 6
noéng d6 thich hgp) Staphylococcus aureus (vi khuan higu khi), Clostridium
sporogenes (vi khudn ky khi), Candida albicans (vi ndm) vao ca hai éng cua
cic moi trudng tuong tGng. Nudi cdy 30 - 35°C/4 ngay d6i véi vi khudn va 25 -
28°C/7 ngay d61 v6i vi ndm.

Trong thsi gian nudi cdy, néu vi sinh vat phét trién giéng nhau (moc
nhanh va phong phu) trong cai éng chiing va 6ng kiém tra, ché phdm thu dude
coi 1a khong c6 tac dung tc ché.
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Néu cac dng c6 chat thi, vi sinh vat phat trién yéu hodc khong phat trién
so v6i 6ng khong c6 chdt thi, ché pham c6 chit tce ché.

Tac dung tc ché ctia chat thu phai dugc loai bd bang cach pha loang,
trung hoa, hoac dung phuong phap mang loc.

4.3.3.6. Phuong phdp thi

Tht v6 trang c6 thé duge thuc hién theo hai phuong phéap tuy theo tinh
chat cia mau thu:

— Phuong phap loc qua mang loc vi khuén .
— Phuong phap nudi cay truc tiép.
e Phuong phap dung mang loc:

Thiét bi loc thudng bang thuy tinh, thép khong ri hoiac nhua gom hai bo
phan c6 thé thao roi, & gitia c6 ludi d6 mang loc. Mang loc ¢6 thanh phan la
nitrat celleulose thudng dung loc nuéc, dau, va dung dich alcol yéu. Mang
ecetat cellulose dé loc cac dung dich alcol manh. L& mang loc ¢6 nhiéu kich
thuéc khac nhau, trong thi vo trung thuong dung mang c6 duong kinh khoang
50mm va duong kinh 16 mang loc < 0,45um.

Thiét bi loc va mang loc phai dudc tiét trang trudc khi thi nghiém .

— Dung dich ch4t thi chay qua mang loc, cac vi sinh vat dude git lai
trén mang, cdy mang loc vao cac méi truong thich hop dé phat hién vi
khuédn, vi ndm.

— Phuong phap mang loc kiém nghiém duge cac thuse cé tac dung tic ché
vi sinh vat, dic biét 1a thudc khang sinh, nhung doi héi thiét bi tot va
diéu kién vo trung cao.

e Phuong phdp nudi cdy truc tiép:

Phuong phap nudi cay truc tiép c6 k§j thuat don gian, nhung kha ning
phat hién vi sinh vat giam khi s6 lugng vi sinh vat c6 it va phan phéi trong mot
thé tich ch&t thi 16n. Phuong phap nay khong thuc hién dude véi cac ché phdm
c6 tac dung tic ché va cac chat khang sinh, vi khi thi nghiém chat thi dugc cdy
truc tiép vao cac mdi trudng nudi cdy thich hop cho cac vi khuén, vi ndm.

o Luong mau thu dung trong thi nghiém:

Luogng mau thi cian cdy vao cac méi truong tuy thudc vao tting loai mau
(bang 4.1.).

— Chat 16ng 1a dau hay dung dich dau phai thém vao mo6i trudng nudi cay
1% tween 80 hoic cac chat nhii hoa khac véi néng do thich hop.

— MaAu tht 12 dang md hay kem dudc hoa lodng vao dung dich pepton
0,1% vo trung theo ty 1& 1/10 trudc khi cdy vao mdi truong, (dung dich
pepton, cAn thém tween 80 véi ty 1&é 1ml/ 1lit).
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e Ky thudt thu:
— MAu thi 1a duge pham:

Dung dung cu vo trung cdy truc tiép ch& phdm thid vao cac mdi trudng
phét hién vi khuén, vi ndm theo s6 lugng quy dinh. Ch&t rin 1a dang bot cé
thé cho truc ti€p vao méi trudng hodc lam thanh dung dich hay nhi dich 1%
sau d6 c4dy vao méi trudng.

Bang 4.1. Luong mau th{ diing cho thi nghiém nuéi cay truc tiép

Lugng ché& pham trong Ludng tdi thiéu cho , Thé tich
mot don vi dong goi mot moi trudng nuoi cay maoi trudng (ml)
- Chét Idng:
Thé tich V < 1ml Toan bd mét dng 10
Tml<V<4mi 1/2 6ng 15
4 ml<V<20ml 2ml 20
20ml <V < 50ml 5ml 40
50ml < V< 100ml 10ml 80
V > 100ml Thudng 10% 100
- Chét ran:
Khéi lugng P< 50mg Toan bé mét don vi déng goi 20
1/,2 kh(“?'i. lugng clia mét don vi
50mg < P< 200mg geng 9o 100mg 40
P > 200mg 80

— MaAu tht 14 bang gac, chi khau phau thuat néu kich thuée va hinh dang
cho phép, nhing toan by mau thi vao 100ml méi trudng.

— MaAu thi 1a day truyén dich: Cho dung dich pepton 0,1% v6 trung chay
qua dé thu dudc it nh&t 15ml va cdy vao 100ml mdi trudng.

Mbi truong phat hién vi khudn dude nubi cdy ¢ 30 - 35°C it nhét trong 4
ngay, va 6 25 - 28°C it nhat trong 7 ngay d6i véi vi ndm.

(Mb1i loai mo6i truong lam 2 - 3 6ng thi song song).
e Nhdn dinh két qua:

MAu thu dudc coi 1a vo trung néu sau thoi gian nudi cdy khong cé vi
khuén, vi ndm phat trién.

Né&u c6 1 hodc nhiéu 6ng cé vi sinh vat moc can lam lai 1an thi hai (Truée
khi lam lai tht nghiém l1an 2 can phan lap xac dinh dic tinh hinh thai caa vi
sinh vat & cac 6ng thi duong tinh):
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— Néu khéng c6 vi sinh vat - mau vo trung.
— Né&u c6 vi sinh vat giéng v6i ldn mét — mau thi khong vo trung.

— Neéu c¢6 vi sinh vat khac vé6i 1an mot — thi nghiém dude 1am lai 1an 3 véi
s6 lugng mau gap doi:

A s ot e A 2 R X N N
+ Khong c6 vi sinh vat phat trién — mau vé6 trung.

+ C6 vi sinh vat moc — mau khéng vo trung.
4.3.4. Thi giéi han vi sinh vat

Céc dugc phdm trong qua trinh san xudt thuong bi nhiém vi khuén, vi
nidm do cic nguyén nhan nhu:

— Do ban chat nguyén liéu, néu nguyén liéu c6 ngudn goc ti dong vat,
thuc vat thi miic do nhiém khuén cao hon nhiéu so véi cac hoa chat.

— Cac ta duge nhu tinh bot, duong, mat 14 méi truong chda nhiéu vi sinh
vat, vi vay dé gay nhiém béan cho thudc.

— Co s0 san xuit, trang thiét bi, bao bi déng géi, ngudi san xuat ciling 1a
nguyén nhan gay nhiém khuén.

— Dang bao ché nhu vién hoan mém cé d6 Am cao thuong tao diéu kién
.. R , .2 R . A N .
cho vi sinh vat phat trién hon vién nén, vién hoan cting.

Vi vay, thi giéi han vi sinh vat 142 mét thi nghiém bat budc cho cac duge
phdm ti nguyén liéu dén thanh phdm khéng dugc tiét trung trong qua trinh
san xudt.

4.3.4.1. Muc dich

Thi @6 nhiém vi sinh vat nhdm muc dich xac dinh gi6i han t6i da cta s6
lugng vi khuén hiéu khi, vi ndm cé trong 1g (hodc 1ml) ché phdm thi. Déng
thoi phat hién cac vi khuén chi diém vé sinh quy dinh khéng dudc c6 trong
thuéc la:

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, cac
loai Salmonella, vi khuén ky khi Clostridia.
4.3.4.2. Nguyén tdc

Phép thi duoc dua trén nguyén tdc:

Dém s6 vi khudn hiéu khi, n&m mdc, ndm men c6 trong dude pham dudc
thé hién bang cac khuén lac dic trung trén dia thach dinh dudng thich hgp.
Can ci vao cac dic tinh hinh théi, sinh 1y, sinh hoa cta ting loai vi khuén dé
x4c dinh vi khudn gay bénh. Trén co sé két qua thi nghiém danh gia chét
lugng ctia thudc theo tiéu chuén duge dién hodc tiéu chuén co sé.
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4.3.4.3. Phuong phép thur
e Moi truong:

Pa s6 cac dudc dién thudng dung méi trudng thach casein dau tuong dé
d&m vi khuédn hi€u khi, méi trudng thach Sabouraud - khang sinh dé dém vi
ndm. Ciing c6 thé dung méi trudng thach thudng dé thiu vi khudn hiéu khi vi
mdi trudng nay rat thich hop cho su phat trién cta da s6 vi khudn hiéu khi
(theo Dugc dién Trung Qudc 1997)

e Chudn bi mau thu:
MAu thi theo quy dinh chung dude 14y 10g (hodc 10 ml) dé thi nghiém.

— MAu thtt 1a ch&t rdn hay chét 1ong c6 thé lam thanh dung dich hay nha
dich trong nuéc, dudc pha lodng vao dung dich dém phosphat pH =7,2
hoidc dung dich NaCl 0,9% dé duge noéng d6 10" sau d6 pha cac néng do
tiép theo 102, 10 ... tuy theo yéu cAu thi nghiém.

—  MaAu thu 14 chat 16ng khong hoa 1an vao nuée nhu dang dau, kem, hodc
thudc md. Can ché tao nhii dich bang cach thém mot lugng chat nhii
ho4 v6 trung thich hop nhu tween 20, tween 80, 1am néng nhe 45°C dé
tao mot nhi dich dong nhat.

e Kiém tra chdt ttc ché:

Két qua thi nghiém sé& khong c6 gia tri néu trong mau thi cé chat bao
quan hoic cac thanh phan c6 anh hudng dén su phat trién ctua vi sinh vat. Vi
vay, can kiém tra chat tc ché truée khi d€m s6 lugng vi sinh vat.

— Vi sinh vat chi thi:
Staphylococcus aureus (dai dién vi khuén G +).
Escherichia coli (dai dién vi khudn G -).
Candida albicans (dai dién vi ndm).

Cac chung trén duge nudi cdy trong cac moi truong dinh dudng thich hgp
sau 18 - 24 gid (d6i v6i vi khuén) va 24 dén 48 gid d6i v6i vi ndm, duge lam
thanh nhii dich ¢6 khoang 100 t& bao/ ml.

— Cach tién hanh:
Pia thi 1: Cho 1ml ch4t thi 6 nong d6 thich hgp.
Dia thi 2: 1 ml chat thi + 1ml nhi dich vi sinh vat.
Dia chiing: 1ml nuéc cat vo trung + 1ml nhii dich vi sinh vat
Cho vao mdi dia 15 - 20 ml moéi truong dinh dudng thich hogp da dé
ngudi dudi 45°C.

U 30 - 35°C/ 24 - 48 gig d6i véi vi khuédn va 25 - 28°C/48 - 72 gid d6i véi C.
albicans.
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— Nhan xét két qua:
Pém s6 khuén lac vi sinh vat trén cac dia thi nghiém.
Goi A 14 s6 khuén lac & dia 1
Goi B 1a s6 khuén lac & dia 2
Goi C la s6 khuén lac ¢ dia chiing
Néu B = A + C —» mau thiu khong c6 chat tc ché.

Néu B ~ A hosc B << A + C —» mau thii ¢6 chat tic ché vi sinh vat. Chat
tic ch& phai dugc xu 1y bang cach tang thé tich moi trudng, trung hoa chat tc
ché& bang cac chat trung hoa thich hgp nhu tween 20 4%. N&u mau cé chat tc
ché& qua manh phai thii bAng phuong phap mang loc.

* Kiém tra chét tc ché ciing c¢6 thé dude thuc hién theo cach sau:

C4y khoang 100 t& bao cac vi khudn vao cac 6ng moéi trudng chon loc
khong c6 mau thit va c6 mau thi é néng dd thich hop cho E. coli Salmonella,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.

MAu thit khong cé tac dung tic ché néu vi khuédn moc t6t nhu nhau & ca
hai 6ng mbéi trudng.
e Dém s6 luong vi sinh vat:
— Déi vé6i vi khuén:
Cho vao mbi dia petri 1ml chat thi é néng do thich hop sao cho khong qua
300 khuén lac trong 1ml. Thém 15 - 20ml méi trudng thach casein - dau
tuong hodc méi trudng thach thudng da dé ngudi duéi 45°C, xoay nhe dia
dé chat thi tron déu vao mai trudng. Nudi cdy 30 - 35°C trong 1 - 2 ngay.
— D61 v6i vi ndm:
Cho vao mbi dia petri 1ml chat thi 6 néng d6 thich hop sao cho khong

qua 100 khuén lac vi ndm trong 1ml. Thém 15-20ml thach Sabouraud
+ khang sinh.

— Nudi cdy 25 - 28°C trong 4 - 5 ngay.

— Thi nghiém dudgc thuc hién véi 1 hay 2 noéng d6 pha lodng cuéi cung.
Mbi noéng d6 duge lam 2 - 3 dia tht dé 18y gia tri trung binh. Sau thoi
gian nudi cdy, cac dia c6 s6 khuén lac vi khuan nhé hon 300 va vi ndm
nhé hon 100 dugde dém dé tinh s6 lugng.

e Tinh két quad:
Téng s6 vi khuén hiéu khi, vi n&m trong 1g (1ml) dudgc tinh theo c6ng thic:
Ak, +Ak,
2
(Phép thu thuc hién vé6i 2 néng do).

X =
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A : 86 khuén lac vi sinh vat trung binh & néng d6 pha loang k;.
A, : S6' khuén lac vi sinh vat trung binh ¢ nong dd pha loang k..
k,, k, : Do pha loang.

Céc dudge dién c6 quy dinh: mau thit ¢6 it hon 10 vi sinh vat/1g (1ml) néu

khong c6 khuén lac moc trén dia thit 6 nong d6 10

4.3.5. Xac dinh hoat luc chat khang sinh béng cac phép thir vi sinh vat

4.3.5.1. Muc dich

Trong linh vuc kiém nghiém, dé dinh lugng khéng sinh ngudi ta c6 thé
st dung cac phuong phap khac nhau. Mot s6 chdt khang sinh c6 thé
dugdc dinh lugng bang phuong phap hoa hoc, phuong phap héa ly. Tuy
nhién, phuong phap sinh hoc van déng vai trd quan trong trong viéc
danh gia hoat tinh sinh hoc ctia thuéc va kiém tra duge su giam hay
mAat hoat luc cua chat khang sinh ma cac phuong phap ly, hoa khong
thuc hién dugc.

Cac chat khang sinh c6 cdu tric phtc tap hodc thanh phan cé tac dung
gom mot hén hop nhiéu thanh phan, thuong phai dung thi nghiém vi
sinh vat dé xac dinh hoat luc cta thuéc.

Phép thit trén vi sinh vat con cho biét d6 nhay cam cta vi khuén gay
bénh d6i véi cac chat khang sinh dude thi, va mic d6 khang thudc ciua
ching. Trén cd s& d6 c6 thé chon khang sinh thich hop cho bénh nhan
trong diéu tri.

4.3.5.2. Nguyén tac

Hoat luc ciia mot chat khang sinh dude xac dinh bang cach so sanh kha

nang tc ché cta chung vi sinh vat chi thi, béi nhiing nong d6 da biét cua
khang sinh thi (chua biét hoat luc) va nong d6 da biét ctia khang sinh chuén
(da biét rd hoat luc).

4.3.5.3. Chung chi thj

Chung chi thi 1a chung vi sinh vat thuan khiét, nhay cam déi véi mot

chat khang sinh, chﬁng chi thi thuong dugc phan lap ti cac bao tang gié’ng
Qudc gia, duge bao quan trong ong dong kho hodc trong moi truong thich hgp 6
4 - 10°C. Tuy theo dugc dién ctia m6i nude, mdi chat khang sinh c6 thé c6 mét
vai chung chi thi khac nhau.

e Ché'tao nhii dich vi sinh vdt khéng cé bao tu:

Céc chung vi khuén:
Staphylococcus aureus

Sarcina lutea
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Escherichia coli
Micrococcus luteus
Klebsiella faecalis.

— Chung vi ndm:
Saccharomyces cerevisiae.

Déi véi cac chung vi sinh vat khéng c6 bao ti, khi thii nghiém cin su
dung ching sau 16 - 24 gid nudi cdy dé dudc cic chung chi thi dang ¢ giai doan
phat trién logarit.

Chung chi thi 1a vi khuén truéc khi st dung duge cdy sang moi trusng
thach dinh dudng (pepton 10g, cao thit 1,5g, cao men 3g, glucose 1g, thach
15g, nuée cat 1000 ml). Sau 16 - 18 gid nudi cdy & 35 - 37°C cac vi khuan dudc
lam thanh mot nha dich ¢6 ndéng do thich hgp véi NaCl 0,9% dé tao vong vo
khuén ré rét trong phuong phap khuéch tdn va c6 d6 duc thich hdp trong
phuong phap do d6 duc.

Chung chi thi 14 vi n4m duge nudi cdy trén moi trucng thach Sabouraud
6 28 - 30°C trong 24 gid va ciing dugdc lam thanh mot nhii dich c6 néng dd
thich hgp.

o Ché'tao nha dich bao tu:
Cac chung chi thi ¢6 bao ti:
Bacillus subtilis
Bacillus pumilus
Bacillus cereus

Néu chung chi thi ¢6 bao tit nén ché tao dang bao ti dé st dung, vi dang
bao tit duge bao quan dudi 4°C c6 thé ton tai trong mot thoi gian rat dai.

Céc chung vi khuén trén dugc c4y vao binh moéi truong thach dinh dudng
c6 bé mat thach rong (pepton 6g, cao thit 1,5g, cao men 3g, glucose 1g,
K,HPO, 3,68g, KH,PO, 1,32¢g, thach 15g, nudc cat 1000ml)

Mbi trudng nay dudc thém MnSO, véi ham lugng 0,001g/1it dé thuc day
su hinh thanh bao ti. Nuéi cdy 35 - 37°C trong vong 7 ngay v6i B. cereus nudi
cdy & 30°C. Dung nudc cit vo trung rda 16p bao ti trén bé mat moi truong dé
tao mot nhii dich. Pun cach thiay nhi dich nay 70°C/ 30 phut, pha lodng nhii
dich dén nong d6 107 - 10° bao tu trong 1ml.

4.3.5.4. Chéat chuan va don vi hoat luc

e Chdt chudn:

Ch4&t chuén 1a nhiing chat c¢6 do tinh khiét cao, c6 thé dung chéit chuén
gbc hodc chat chudn thi cip c6 hoat luc duge xac dinh theo mau chudn qudc t&
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tuong tng. Chat chuin dudc déng trong 6ng thuy tinh han kin bao quan kho,
tranh anh sang, dudi 0°C.

e Don vi hoat luc:

Hoat luc cia mdt chat khang sinh dude tinh béng don vi hoat luc quéc t&
(viét tit 1a U ho#c UL IU).

Mot don vi hoat luc 1a hoat luc dac trung cia mot lugng nhat dinh chat
khang sinh chuén sinh hoc quéc t& hodc ché phdm d6i chiéu sinh hoc véi
chuén quéc t&. Vi du 1U gentamicin 1& hoat luc ciia 0,0056mg gentamicin.

Don vi hoat luc cua cac chit khang sinh dude xac dinh bdi cac vién
nghién ctu 16n ctia t6 chiic y t& thé gidi vé chat chuén sinh hoc.

Hoat luc ctia céc chat khang sinh c¢6 thé dude thé hién bang ng hoat luc.
Dé1 v6i chat khang sinh hoan toan tinh khiét, trong da s6 cac truong hgp pg
hoat luc tuong duong vé6i pg khéi lugng ctia chat khang sinh. Khi chat khang
sinh chua hoan toan tinh khiét, hodc 14 hdn hgp ctia nhiéu thanh phan tuong
tu nhau vé hoa hoc nhung khac nhau vé hoat tinh sinh hoc thi pg hoat luc
khong nhat thiét tuong duong véi ug khéi lugng ctia chat khang sinh.

4.3.5.5. Moi truong va dung méi

—  Tuy theo chédt khang sinh va vi sinh vat chi thi dé chon cac méi trudng
thich hgp cho thi nghiém.

— Dung mbéi va cac chat pha loang khong dudc anh hudng dén su phat
trién cta vi sinh vat. Cac chét pha lodng nhu: nudc cit, dung dich HCl,
ethanol, methanol, dung dich dém c6 pH khac nhau... duge st dung tuy
thudc vao dd tan cta cac chat khang sinh. Cac van dé nay can tham
khao duge dién.

4.3.5.6. Dinh luong chét khdng sinh bang phuong phdp khuéch tan
C6 hai phuong phép vi sinh vat dé dinh lugng chat khang sinh la:
— Phuong phap do d6 duc: (Turbidimetric method)
— Phuong phap khuyéch tan: (Diffusion method)
Phuong phap khuyéch tan thuong duge st dung nhiéu trong dinh lugng
khang sinh.
e Nguyén tdc:

Chat khang sinh khuyéch tan vao moéi truong dinh dudng dic da cdy vi
sinh vat chi thi, tao cac vung tc ché vi sinh vat c6 duong kinh ty 1é thuan véi
logarit ndong d6 tuong tng. Hoat luc ctia chit thi dude so sanh véi chit chudn
theo phuong phap thong ké.
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e Pha dung dich chudn va dung dich thi:

Pha chudn: Can mot lugng chét chuén thich hgp hoa vao dung moéi dé co
mot dung dich goc néng do6 khoang 1000 UI/ ml. T dung dich géc pha thanh 3
néng d6 cudi cung theo cAp s6 nhan hé s6 hai la s,, s,, s; hodc hai néng d6 s, s,
(81 <8y <sy).

Chdét thit dugde pha nhu chét chuin véi gia dinh ch&t thit c6 hoat luc tuong
duong chat chudn. Chat thi c6 3 néng do cudi ciing 1a t,, t, t, (hodc t,, t,).

Phuong phap khuéch tan chi cho két qua tét khi chit chudn va chét thi cé
ciing ban chat héa hoc. Su khong déng nhit gita chudn va thi lam thay d6i
tinh song song ctiia hai dudng thing biéu thi su tuong quan gitia duong kinh
ving tic ché va logarit nong dd. Vi hai chat c6 hai hé s6 khuéch tan riéng. Vi vay
khéng so sanh chat khang sinh 6 cac dang muéi khac nhau nhu erythromycin
stearat va erythromycin propionat, oxytetracyclin va clotetracyclin.

Khi pha dung dich chuén va dung dich thi can luu §: néu chon khoang
néng do cudi cing dé dinh luong khong thich hdp, hoic hoat luc gia dinh cua
thit qua xa hoat luc ctia chuén, thi sé lam thay d6i tinh ch&t cta su tuong
quan gifia duong kinh vung tc ché va logarit néong do. Két qua dinh lugng sé
khong chinh xac.

o Tién hanh thi nghiém:

— D6 vao cac dia Petri mét luong moi trudng dinh dudng da dugde cdy
ching chi thi dé tao mét 16p déng nhat c6 do day tit 2-5mm. Chiéu day 16p
thach méng hay day qua, hoic khong déng déu c6 thé lam cho quan hé giiia
duong kinh vung tc ché va logarit néng do khong con 1a dudng thing. Cing cé
thé lam 2 16p moi trudng, nhung chi 16p trén duge cdy vi sinh vat chi thi.
Chung chi thi 14 loai khong c6 bao ti, phai cdy vao mdi trudng dudc dé ngudi
duéi 45°C, néu la dang c6 bao ti nhiét do cho phép khi cdy chung 1a 65 - 70°C.
Can cay vao mdi truong mot lugng vi sinh vat chi thi sao cho ¢6 vung tic ché rd
nét véi kich thude dudng kinh thich hgp tuong ting véi cac nong d6 khang sinh
da chon. Néu lugng ching qua it, viing tic ché sé qua to, vi sinh vat moc thua
thét, khé xac dinh dude vung te ché. Néu lugng ching qua nhiéu, viung tc ché
nho sé kh6 do va kém chinh xac.

— Céc dia moéi trudng dude dé khoé ¢ nhiét d6 phong thi nghiém trong 30
phit truée khi dung. Bé mat thach uét sé lam cho vung tc ché bi nhoe.

— P6i véi thu nghiém 3 liéu: dung 6 ong tru bang thép khong ri cé kich
thuéc nhu nhau (chiéu cao khodng 10mm, duong kinh trong khodng 6mm).
Dat cac 6ng tru 1én bé mét dia thach theo so d6, cho chét thi va chuén vao cac
éng tru véi mot luong bing nhau. Cé thé thay ong tru bing cach duc cac 15
trén dia thach c6 dudng kinh ti 6 - 8mm hodc dung cac khoang gidy tdm
khang sinh c6 d§ day thich hop, dudng kinh khoang 6 mm.
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DE tao viing tc ché& to nhit cAn thuc hién
giai doan tién khuéch tan bang cach dé cac dia
tht 6 nhiét @ phong trong 2 gié cho khang
sinh khuyéch tan vao méi truong (doi véi
colistin, polymyxin B thdi gian dé khuyéch tan
dai hon tit 3 — 4 gid). Sau thoi gian khuyéch
tan, cac dia thi dugc i 6 nhiét do thich hogp
trong 16 — 18 gid. Trong qué trinh U nhiét do
phai én dinh va phai dong déu & moi noi. Cac
dia thi nén dé mot 16p trong t &m sao cho vi
tri cia cac nong do t va s c6 su khac nhau it
nhat vé& nguén nhiét.

Po duong kinh ving tc ché tao bdi cac nong d6 chudn va thi bing thude
do c¢6 d6 chinh xac dén 0,1mm.

Mot thi nghiém dugc tién hanh véi 10 dia thii song song.
e Tinh két qua:
(Thi nghiém 3 liéu)

Ty 1é phan tram hoat luc ctia khang sinh thi so v6i chuén duge tinh theo
cong thec:

R = Anti log{Z +%%10g I} (P =0,95)

A= (T, +Ty+ Ty - (S; +S,+ )
B=(T;-T)+(S;—-S)
T,, T,, Ty, S;, S,, S, 14 téng gia tri duong kinh vong vo khuén tinh bang
mm cua cac noéng dd t,, t,, ts, s;, Sy, S5 1 12 ty s6 ctia hai ndng d6 pha lodng ké

tiép nhau, I = 2. Vay

! A
R=Antilog| 2+ —log2.—
9_ 3 g B}

R = Antilog| 2 + 0,4013.%}

R x hoat luc chuin

Hoat luc cia mau thi =
100
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o Muén phép thi cé gia tri, thi nghiém phdi dat duoc cdc diéu kién sau:
— Hoat luc cta chat thi duge gia thiét gn sat véi thuc t& dé két qua doc
duge ndm trong pham vi dudng cong chuén.
T,<t,.V
Do déc cua duong biéu dién logarit néng d6 véi dudng kinh vong vo
khuén phai c6 § nghia.

T, >>t,.V

—  Céac duong biéu din logarit ndng do cta chit tht va chat chudn véi
dudng kinh vong vé khudn phai song song.

Ty <ty .V

— Trong khoang néng d6 da chon sy phu thuoc gitia logarit cia néng d6
v6i dudng kinh vong vo khuén tuong dng 14 tuyén tinh.

T.<t. .V
Tac < tac 'V

V: 1a téng cta cac hiéu gia tri dudng kinh I6n nhat va nhd nhat cia mot
noéng do.

T,=(T;+Ty+Ty) —(S;+S,+S,)
T,=(T;+ S, — (T, +S,)
T,=@06;,+T;)—(S;+T)
T.=,+S;+T,+Ty) -2 (S, +T,)
T,,=@S,+T,+T, - (2T, +8S, +S,)

t,, ty, te tup, b 12 cac hé s6 tra bang theo s vong vo khuan (n) do dudc caa
mot nong do.

Gia tri t:

S6 vong Giatrit (P =0,95)
vé khuan (n) t, t, t t, ¢
5 0,80 0,66 1,14 0,66 1,14
6 0,80 0,66 1,14 0,66 1,14
7 0,81 0,66 1,14 0,66 1,14
8 0,82 0,67 1,16 0,67 1,16
9 0,83 0,68 1,17 0,68 1,17
10 0,84 0,68 1,19 0,68 1,19
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e Xdc dinh gidi han tin cay:

Do léch chuén:

_ 2,666.Hn.V\/n(A% +15B7)

SM BZ

Hn: Hé s6 vong do phu thudc vao n.
n: S6 vong vo khuédn do dude ctia mét ndéng do.
G161 han tin cay:

M, = 0,4013% +0,301S,,

Phan tram giéi han tin cay trén:

R, = Antilog (2 + M;)
Phan tram gi6i han tin cay dudi;

R, = Antilog (2 + M,)

Sai s6 thti nghiém:

_R
e% — 2 100
R

Két qua dinh lugng c6 gia tri véi e < 5%.

—Giatri H,
3 4 5 6 7 8 9 10
N 1,27 1,03 0,90 0,81 0,75 0,69 0,65 0,65
TAI LIEU THAM KHAO
1. Boy t&(2002). Dugc dién Viét Nam III. NXB Y hoc, Ha Néi
2. Nguyén Lan Diing va cong su (1997). Vi sinh vat hoc. Ha Noi
3. British Pharmacopoeia 2001.
4. Collins C.H. and Patricia M.L (1976). Microbiological methods, London.
5. Pharmacopoeia of the People’s Republic of China (1997).
6. The United States Pharmacopoeia XXIV (2000).
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4.1.

4.2.
4.3.

4.4.
4.5.
4.6.
4.7.

4.8.

4.9.

CAU HOI TU LUONG GIA

Trinh bay nhiing dic diém chinh vé hinh thai va tinh chat nuéi ciy cua vi
/\0 A ~ A
khuan, ndm moéc, nAm men?

Néu cach phan loai vi khuén theo hinh thé va déc tinh hé hap?

Phéan tich nhiing yéu t6 ngoai canh anh hudng dén su phat trién cua vi
sinh vat?

Trinh bay phuong phap lam méi truéng nudi cay vi sinh vat?
Mb ta cac phuong phap tiét trung?
Trinh bay tht nghiém thi v6 trung bang phuong phap nudi cay truc tiép?

Néu muc dich, nguyén téc ctia thit nghiém thi vo trung va thi giéi han vi
sinh vat?

Trinh bay th nghiém d&m s6 lugng vi sinh vat trong 1g (1ml) duge phadm
bang phuong phap dia thach?

Viét tén nhiing chung chi thi dude st dung dé thu chét tc ché trong thi
nghiém thid vo trung va thi giéi han vi sinh vat. Néu su khac nhau vé
chtiing chi thi trong hai phép thi va giai thich?

4.10. Vai tro ctia phuong phap sinh hoc trong kiém nghiém chat khang sinh?

4.11. Trinh bay phuong phap chuén bi nhii dich vi sinh vat trong dinh lugng

khang sinh.Tai sao d6i v6i nhiing chung chi thi khéng cé bao ti trude khi
st dung cin phai cdy truyén vao méi truong thich hgp?

4.12. Cach pha dung dich chuin va dung dich thi trong dinh lugng khang

sinh bing phuong phap khuyéch tan. Néu nhiing diém can chd § trong
qua trinh pha cac dung dich nay?

4.13. M6 ta cach tién hanh dinh lugng chit khang sinh bang phuong phap

khuyéch tan?

4.14. Néu nhiing nguyén nhan trong cac giai doan 1am thi nghiém anh hudng

dén su chinh x4c ctia phuong phap khuyéch tan?

4.15. Néu nhiing diéu kién thi nghiém can dat dugc trong dinh luong khang

sinh dé phép thii c6 gia tri?

4.16. Viét cac cong thiic tinh két qua dinh lugng khang sinh véi thi nghiém ba
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4.17. Trinh bay phuong phap x4c dinh s6 lugng t6i da vi khudn hiéu khi, vi
nam trong mdt gam sap bdi moéi Lip Ice. Cho biét mau thii c6 chat bao
quan riéng cua nha san xult?

4.18. Trinh bay phuong phap dinh lugng bot Gentamicin sulphat bang thu
nghiém vi sinh vat( phuong phap khuyéch tan), v6i chi thi Bacillus
pumilus NCTC 8241.

Cho biét: Gentamicin sulphat chudn c6 680 U/ ml, dung méi pha loang la nudc.

Ba néng d6 1a: S1= 4 U/ ml; S2=8 U/ ml; S3=16 U/ ml.

139



Chuong 5.

KIEM NGHIEM CAC DANG BAO CHE

MUC TIEU HOC TAP:

1. Trinh bay duoc cdc yéu cdu ky thudt va phuong phdp thu dé danh gid
chdt luong cdc dang bao ché: Thuoéc bét, thudc vién nén, vién nang,
thuéc tiém, thudc tiém truyén, thuéc nhé mdt, thude mao, thude udéng
dang long, thuéc dan, thuéc triing.

2. Pdnh gid duoc két qud kiém nghiém do6i vdi mét mdu kiém nghiém
thanh pham cu thé ctia cdc dang bao chétrén.

Khi tién hanh kiém nghiém mot miu ché phadm thudc mot dang bao ché
cu thé (thudc bot, vién nén, vién nang, thuéc tiém, ...) theo chuyén luan riéng
cta ché phdm d6 trong Dudge dién, théng thuong yéu ciu ghi 6 phan diu caa
chuyén luan 1a ché& pham phai dap tng cac yéu cdu chung cua dang bao ché dé
va cac yéu cAu riéng cua dugc chit, cia ché phdm d6 nhu tinh chét, dinh tinh,
dinh lugng, tap chit (néu cb), ... Con néu tiéu chudn kiém nghiém la tiéu
chuéin cia nha san xuédt (TCCS) thi trong tiéu chuidn kiém nghiém c6 day du
yéu cau k¥ thuat va phuong phap thi cu thé cho ché phadm d6, mot s6 tiéu chi
d#c trung cho dang bao ché cta ché€ phdm d6 duge tién hanh thi theo huéng
dan cta Dugc dién.

Trong tai liéu nay, ching toi dé cap t6i yéu ciu k§ thuat va phuong phap
thii ciia cac dang bao ché théng dung nhu thudc bodt, thudc vién nén, vién
nang, thudc tiém, thudc tiém truyén, thudc nhé mit, thuéc md, thudc udng
dang 16ng, thudc dan, thudc triing. Tai liéu tham khao chinh dudc st dung 1a
Dugc dién Viét Nam III, dong thoi chung t6i cting st dung Dudc dién ciia mot
s6 nude khac nhu Dugde dién Anh, Duge dién My, Dudc dién Trung Qudc va
mot s6 tai liéu kiém nghiém cac dang bao ché khac.

5.1. KIEM NGHIEM THUOC BOT

5.1.1. Yéu cau ky thuat va phuong phap thu
5.1.1.1. Tinh chat

Bét phai kho toi, khong bi 4m, vén, mau sic dong nhat. Mui vi tuy theo
ting loai ché pham cta cac nha san xuét.

Cach thi: Trai mot lugng bot vita da thanh mot 16p mong trén mot to
gidy trang min. Quan sat mau sac bang mit thuong, dudi anh sang tu nhién.
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5.1.1.2. D6 4m
Cac thuoc bt khong dudge chiia ham lugng nude qua 9,0%, trii chi dan khac.

Cach thii: theo “Xac dinh mat khéi lugng do lam khé” - Phu luc 5.16 -
DDVN III.

5.1.1.3. D6 min

Thudc bot phai dat d6 min quy dinh trong chuyén luan riéng.

Néu khéng cé chi dan khac, phép thi nay dung cho tat cad cac thude bot
kép, cac thudc bot dung dé dap, thudc bot dung dé pha ché thuée dung cho
mat, tai.

Cac ¢d bot dude quy dinh dua vao cac sd cua ray. Ray cé luéi ray va luéi
ray c6 thé lam bang sgi kim loai hoéc sgi cac vat liéu thich hgp khac duge dét
thanh nhiing méat vudng. Luéi ray dung dé ray bot thude dude phan loai bang
nhiing con s6 biéu thi kich thude 15 ray, quy dinh tinh bing pm theo bang 5.1.

Cdch thi: Chon cd ray thich hgp theo qui dinh cta tiéu chuin. Can mot
lugng thudc bot, dem ray qua ray c6 ¢d qui dinh.

D61 véi bot thod hodc ntia tho: 14y 25g -100 g bot. Cho vao ray thich hop,
lic ray theo chiéu ngang quay tron it nhat 20 phut va ray téi khi xong. Can
chinh x4ac s6 lugng con lai & trén ray va s6 thu dude trong hop hing.

D61 véi bot nlia min, min hay rat min: 18y khong qua 25 g bot, cho vao ray
thich hgp, lic ray theo chiéu ngang quay tron it nhat 30 phut rdi ray téi khi
xong. Can chinh xac s6 lugng con lai 6 trén ray va s6 thu dudc trong hop hing.

D61 véi chat ¢6 dau hay bot c6 xu hudng bit mét ray thi trong qua trinh
ray thinh thoang chai cAn than mit ray, tach roéi nhitng dong tu lai khi ray.

Thuéc bét dat tiéu chudn vé dé min néu:
— Khi quy dinh dung 1 ray dé xac dinh cg bét thi khéng dude ¢6 dudi 97%
khoi lugng thude bot qua dude ¢d ray do.

— Khi quy dinh dung 2 ray dé xac dinh cd bot thi &€ mot ray lén trén ray
kia va tién hanh ray; khong dudc c6 duéi 95% khoi lugng thude bot qua
ray c6 s ray cao hon va khong dudc qua 40% khoi lugng thude bot qua
ray cé6 s ray thap hon.
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Bang 5.1. Qui dinh s ray

Sé ray (um) C& mat ray (mm) DPudng kinh sgi ray (mm)

1400 1,400 0,710

710 0,710 0,450

355 0,355 0,224

250 0,250 0,160

180 0,180 0,125

125 0,125 0,090

90 0,090 0,063

Cac ky hiéu quy dinh cd bot:
— Bot tho (1400/355)
— Bot ntia tho (710/250)
— BOt ntia min (355/180)
— B6t min (180/125)
—  Bot rat min (125/90)

5.1.1.4. D6 déng déu khéi luong

Nhiing thuéc bot khong quy dinh thi do dong déu ham lugng thi phai
thtt @6 dong déu khéi luong. Riéng thuéc bot dé pha tiém hodc truyén tinh
mach, néu khéi lugng nhoé hon hoic bang 40 mg thi khéng phai thi d6 dong
déu khéi lugng nhung phai dat yéu cau d6 dong déu ham lugng.

Cdch thw: Can tiung don vi trong s6 5 don vi déng gbi nho nhat duge 14y
4t ky. Khéi luong thudc phai nam trong giéi han cho phép theo bang 5.2.

Bang 5.2. GiGi han cho phép chénh Iéch khéi lugng ddi véi thudc bot

Khdi lugng ghi trén nhan Phan tram chénh léch
Duéi hodc bang 0,509 +10
Trén 0,50 - 1,509 +7
Trén 1,50 - 6,00g +5
Trén 6,009 +3

Tat ca cac don vi phai dat qui dinh trong bang trén.

Néu c6 mot don vi c6 khéi lugng léch ra ngoai quy dinh nay thi thi lai véi
5 don vi khac, néu lan thi lai c6 qua mot don vi khéng dat thi 16 thudc khéong
dat yéu cau.
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D6i v6i cac ché pham dong géi trong hop, lo thi sau khi can ca vé phai bod
hét thudc ra, dung béng lau sach thuéc, can vo réi tinh theo lugng thudc trong
tting hop hoac lo.

D6 chénh léch dugdc tinh theo ti 1& phan trdm so v6i khoi lugng trung
binh b6t thudc trong mot don vi déng géi.

5.1.1.5. D6 déng déu ham luong

Trit khi ¢6 chi dAn khac, phép thit nay ap dung cho cac thudc bot dé uéng,
dé tiém dugc trinh bay trong cac don vi déng géi mot liéu c6 chiia mot hodc
nhiéu hoat chat, trong dé cé cac hoat chat c6 ham luong duéi 2 mg hoic duéi
2% (kl/kl) so v6i khoi lugng thude mot liéu.

Phép tht dong déu ham lugng dugc tién hanh sau phép thi dinh lugng
va ham lugng hoat chat da ¢ trong gi6i han quy dinh.

Cdch thw: Lay 10 don vi déng go6i nho nhat bat ky, xac dinh ham lugng
hoat chat tiing géi theo phuong phap dinh lugng chi dan trong chuyén luan.

Cach ddanh gia:
Ché& phdm dem kiém tra dat yéu cdu phép thi néu khéng qua mét don vi

c6 gia tri ham lugng ndm ngoai giéi han 85 - 115% ctia ham lugng trung binh va
khong c¢6 don vi ndo ndm ngoai giéi han 75 - 125% ctia ham lugng trung binh.

Ché pham khéng dat yéu cAu phép thii néu qua 3 don vi ¢6 gia tri ham
lugng nadm ngoai giéi han 85 - 115% ctia ham lugng trung binh ho#c 1 don vi
trd 1én ndm ngoai giéi han 75 - 125% ctia ham lugng

Néu hai hodc ba don vi c6 gia tri ham lugng ndm ngoai giéi han 85 -115%
nhung 6 trong giéi han 75 - 125% ctia ham lugng trung binh thi thi lai trén 20
don vi khéc, 14y ngdu nhién. Ché phdm dat yéu ciu, néu khong qua 3 don vi
trong tong s6 30 don vi dem thi c¢6 gia tri ham lugng ndm ngoai giéi han 85 -
115% cua ham lugng trung binh va khong ¢6 don vi nao c¢6 gia tri ham lugng
nam ngoai giéi han 75 - 125% ctia ham lugng trung binh.

5.1.1.6. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dudc qui dinh trong tiéu
chuédn, thuéc bot phai cho cac phan ting ctia cac hoat chat c¢6 trong ché pham

5.1.1.7. DBinh luong

Lay thuéc cua 5 don vi déng gbéi nho nhat bat ky, tron déu. Tién hanh
dinh lugng theo cac phuong phap dude qui dinh trong tiéu chuin, ham lugng
cia ting hoat chét trong ché phadm phai ndm trong giéi han cho phép theo
bang 5.3.
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5.1.1.8. Gidi han nhiém khuéan
Thudc bot c6 ngudn goc dude liéu phai dat yéu cau “Gisi han nhiém khuén”.

Cdach thu: Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia
theo "Thti gi6i han vi sinh vat" - phan 4.3.4, trang 119-121.

Bang 5.3. GiGi han cho phép vé ham luong hoat chét déi véi thudc bot

Lugng ghi trén nhan Phan tram chénh léch
T6i 100 mg +15
Trén 100 mg téi 1g +10
Trén1gdéns5g +5
Trén5g +1

5.1.2. Cac loai thudc bét

5.1.2.1. Thuéc bét dé uéng
Thuée bot dé udng phai dap ting cac yéu cau chat lugng chung ctia thude bot.
Thudc bot sui bot phai dat thém yéu cau vé do tan.

Cdch thir: Tha mot lugng thube bot tuong ing véi mot liéu vao mot
coc thuy tinh c6 chtia 200 ml nuée 6 nhiét d6 15 -20°C, xuét hién nhiéu bot
khi bay ra. Khi hét bot khi bay ra, thuéc phai tan hoan toan. Thi nhu vay
v6i 6 liéu don. MAu thu dat yéu cau néu mbi liéu thu déu tan trong vong 5
phit, tri khi c¢6 chi dan riéng.

5.1.2.2. Thubc bt ding ngoai
Thudéc bot dung ngoai phai dap ting cac yéu cau chat lugng chung cua
thudc bot. Ngoai ra, phai dat cac yéu cau riéng sau:

— D6 v6 khuén: thudc bot dé ddp, dung cho vét thuong rong hoic trén da
bi ton thuong ning, thudc bot diung cho mat phai vo khuéan.

Cdch thu: Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia
theo "Tht v6 trung" - phan 4.3.3, trang 115-118.

5.1.2.3. Thudc bét pha tiém

Thuéc bot pha tiém dap ting cac yéu cau chat lugng chung ctia thuéc bot
va yéu cau d6i v6i thudc tiém, thudc tiém truyén dang bot nhu: d6 vo khudn,
chat gay sot ...

Cdch thu: Theo cach thii 6 chuyén luan thuéc tiém.
Vi du: Thuéc tiém benzylpenicilin - DDVN III trang 32 - 33.
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5.2. KIEM NGHIEM THUBC VIEN NANG
5.2.1. Yéu cau ky thuat va phuong phap thu
5.2.1.1. Tinh chat
Nang cting hodc nang mém chtia bot hoéc c6m hoic chat 16ng.

Cdch thiu: Thi bang cam quan.

5.2.1.2. b6 déng déu khéi luong

Can khoi lugng cia mot nang: Véi vién nang ciing thi thio roi hai nita vo
nang thudc dé ra, dung bong lau sach vo roi can khéi lugng cua vo; véi vién
nang mém, cit md nang, bép thudc ra hét réi dung ether hoiac dung méi hitu co
thich hgp ria sach vé nang, dé kho tu nhién t6i khi hét mai dung moéi, cAn khéi
luong vo. Khoéi lugng thudc trong nang 1a hiéu gitia khéi lugng nang thudc va vo
nang. Lam nhu vay véi 19 nang khac duge 14y bat ky. Do chénh 1éch khéi lugng
cua ting vién véi khoi ludgng trung binh phai dat theo bang 5.4.

Né&u c6 yéu cau thi d6 déng déu ham lugng thi khong phai thi do déng
déu khéi lugng.

Bang 5.4. GiGi han cho phép chénh I&ch khéi lugng d6i véi vién nang

Khai lugng trung binh nang Phan tram chénh léch
Nho hon 300 mg +10
Lén hon hodc bang 300 mg +7.,5

5.2.1.3. D6 déng déu ham luong

Nghién min bot thudc riéng tiing vién va tién hanh thi va danh gia nhu
do61 véi thudce bot.
5.2.1.4. D6 ra

Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia theo "Phép
tht do ra vién nén va vién nang" - phan 5.10, trang 154 - 157.

Vién khong can thi d6 ra khi phép thi do6 hoa tan dude thuc hién.
5.2.1.5. D6 hoa tan

Trong DDVN III, nhiéu ch& pham thudc vién da yéu cau danh gia do hoa
tan. Khi c6 yéu cau sé chi din trong chuyén luan riéng.

Cdch thu: Tién hanh theo “Phuong phap thi toc do hoa tan cua vién nén
va vién nang” - phan 5.9, trang 160 - 165.
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5.2.1.6. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dudc qui dinh trong tiéu
chuén, vién nang phai cho cic phan tng cta cac hoat chét c¢6 trong ché pham

5.2.1.7. Binh luong

Can thudc trong 20 vién, tinh khoi lugng trung binh vién, lam dong nhat
bang cach nghién (d6i véi vién nang chtia bot hoidc com) hodc tron déu (doi véi
nang chtia chat 10ng). Tién hanh dinh lugng theo cac phuong phap dugc qui
dinh trong tiéu chudn, ham lugng cta ting hoat chit trong ché phadm phai
nam trong giéi han cho phép theo bang 5.5.

Bang 5.5. Gi6i han cho phép vé ham lugng déi vGi thubc vién nang, vién nén

Lugng ghi trén nhan Phan tram chénh léch
Té6i 50 mg +10
Trén 50 mg t6i 100 mg +7,5
Trén 100 mg +5

5.2.1.8. Tap chat (néu co)

Khi c6 yéu cau sé chi dan trong chuyén luan riéng.
5.2.2. Cac loai vién nang

Cac loai vién nang phai tuan theo yéu ciau chung ctua thudc vién nang va
yéu cau riéng doi véi tuy tung loai.

Thudc nang cting phai dat cac yéu cau chat luong chung cta vién nang.

5.2.2.1. Thuéc nang cung

Thuéc nang ciing c6 vo nang gom hai phan hinh tru 16ng khit vao nhau,
mobi phan c6 mot dau kin, ddu kia hd. Thudc déng trong nang thuong 6 dang
rdn nhu bot hodc com.

Vi du: Vién nang Cephalexin - DDVN III. Trang 53 - 54.
5.2.2.2. Thuéc nang mém

Thuéc nang mém cé vé nang 1a mot khoi mém véi cac hinh dang khac nhau.
Thudc déng trong nang thudng 6 dang dung dich, hén dich hoic nhii tuong.

Vi du: Vién nang mém vitamin A - DDVN III. Trang 291 - 292.
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5.2.2.3. Thuéc nang tan trong ruét

Thudc nang tan trong rudt l1a cac nang ciing hoic nang mém cé vo nang
bén viing véi dich da day, chi tan trong dich rudt; hodc cac nang c6 déng com
dugc bao 16p chi tan trong dich rudt.
5.2.2.4. Thuéc nang giai phong hoat chat dac biét

Thuéc nang giai phéng hoat chat dic biét 14 cic nang cting hoic nang
mém c6 vé nang hay thudc trong nang hodc cd vo nang va thuéc trong nang
dudgc bao ché dic biét, dé kiém soat hay chuong trinh hoa téc d6 hoic vi tri giai
phéng hoat chét trong cd thé.

Thudc nang giai phéng hoat chat dic biét phai dat cac yéu cau chat lugng
chung cta vién nang, riéng “D6 ra” khong phai thi va bat budc thu “Do hoa
tan” theo yéu cau riéng cua ting chuyén luan.

5.3. KIEM NGHIEM THUGC VIEN NEN
5.3.1. Yéu cau ky thuat va phuong phap thu

5.3.1.1. Tinh chét

Vién nén thuong c6 dang hinh tru det, hai day ph:flng hodc cong, c6 thé
khéc chit, ky hiéu hoidc ranh. Canh va thanh vién lanh lin. Mau sic dong nhat.

Cdch thu: Bang cam quan.

5.3.1.2. DG ra
Né&u khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia theo "Phép
tht do ra vién nén va vién nang" - phan 5.10, trang 154 - 157.

Vién khéng can tht do ra khi phép thu dé hoa tan dudge thuc hién.

5.3.1.3. D6 déng déu khéi luong

Can chinh xac 20 vién b4t ky va xac dinh khéi lugng trung binh cta vién.
Can riéng khéi lugng ting vién va so sanh véi khoi lugng trung binh, tinh do
léch theo ty 1& phan trdm cta khéi lugng trung binh tit d6 tinh ra khoang giéi
han cta gia tri trung binh. Khong duge qua 2 vién c6 khoi lugng chénh léch
qua khoang giéi han ctia khéi lugng trung binh va khong dudgc cé vién nao cé
chénh léch qua gap d6i do léch tinh theo ty 1é phan trdm, theo bang 5.6.

Bang 5.6. Gi6i han cho phép chénh Iéch khai lugng déi vGi vién nén

Khai lugng trung binh vién Phan tram chénh léch
T6i 80 mg +10
Trén 80 mg dén 250 mg +75
Trén 250 mg +5
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Né&u c6 yéu cau thi d6 déng déu ham lugng thi khong phai thi do déng
déu khoi lugng.

5.3.1.4. DG déng déu ham lugng

Nghién min riéng tting vién va tién hanh thi va danh gia nhu déi véi
thudc bot.
5.3.1.5. b6 hoa tan

Chi thuc hién khi c¢6 yéu cau dudc chi dan trong chuyén luan riéng.

Néu khéng c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia theo "Phép
thii @6 hoa tan ctia vién nén va vién nang" - phan 5.9, trang 149 - 154.
5.3.1.6. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dudc qui dinh trong tiéu
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chuan, vién nén phai cho cic phan ing cua cac hoat chat cé trong ché pham.

5.3.1.7. Binh luong

Can 20 vién, xac dinh khéi lugng trung binh vién. Nghién min. Tién
hanh dinh lugng theo cac phuong phap dude qui dinh trong tiéu chuén, ham
lugng cta tiing hoat chat trong ché phdm phai ndm trong giéi han cho phép,
theo bang 5.5.
5.3.1.8. Tap chét (néu co)

Khi c6 yéu cau sé chi dan trong chuyén luan riéng.
5.3.2. Cac loai vién nén

Cac loai vién nén phai tuan theo yéu cau chung cta thudc vién nén va
yéu cau riéng doi véi tuy tiung loai.
5.3.2.1. Vién nén khéng bao (Uncoated tablets)

Gom cac vién nén dugc bao ché bang cach nén cac hat gom dugce chat, ta
duge. Vién nén loai nay khong chiia mot thanh phan nao dé thay ddi su giai
phéng hoat chat trong duong tiéu héa. Khi bé gay vién nén mét 16p va quan
sat bang kinh ldp thi thay dong nhat, khong cé 16p bao ngoai.

5.3.3.2. Vién bao (Coated tablets)

Vién bao c¢6 bé mit nhan, thuong c6 mau, duge danh béng. LAy mot phan
vién da bé giy, quan sat dudi kinh lip, thay rd nhan duge bao bang mot 16p
hay nhiéu 16p.
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5.3.2.3. Vién bao bén vdi dich vi da day (Gastro - resistant tablets)

Vién dudc bao bang 16p bao bén véi dich vi da day nhung lai tan dudgc
trong dich rudt do st dung cac chit bao la cellacephate (cellulose acetat
phtalate) va cac polymer.

5.3.2.4. Vién nén sui bot (Effervescent tablets)

La vién nén khong bao ¢6 chtia cac acid va carbonat hoédc hydrocarbonat,
ching phan tng v6i nhau rat nhanh khi ¢c6 mat ciia nude va giai phong CO,,
dong thoi hoa tan hay phan tan hoat chat trong nuéc trude khi diung.

5.3.2.5. Vién ngam (Tablets for use in the mouth)

Vién ngdm thuong 1a vién nén khéng bao duge diéu ché dé cac thanh
phan va hoat chat giai phéng dan va tac dung tai chd, giai phéng va hap thu &
duéi 1udi hodc & cac phan khac trong miéng.
5.3.2.6. Vién nén tan trong nuoc (Soluble tablets)

Vién nén tan trong nudc la vién nén khoéng bao, hoa tan trong nudc.
Dung dich tao thanh c6 thé hoi duc nhe.
5.3.3.7. Vién nén phan tan trong nuoc (Dispersible tablets)

Vién nén phén tan trong nudc la vién nén khong bao phén tan trong nuéde
thanh cac tiéu phan.
5.3.2.8. Vién nén thay doéi giai phong hoat chat (Modified release tablets)

Thudng 14 vién bao hoic khong bao, duge diéu ché bang cach thém cac ta
duge dic biét hodc diéu ché theo phuong phap dic biét nham thay ddi toc do
giai phong hoac vi tri giai phéng cua thudc.

Vién nén thay d6i giai phéng hoat chat thudng khong yéu cau thi d6 ra
ma phai thi téc do hoa tan.

Vi du: Vién nén acid ascorbic - DDVN III trang 6

Vién bao ibuprofen - DDVN III trang 141.

5.4. KIEM NGHIEM THUGC TIEM, THUGC TIEM TRUYEN

Ché pham dung dé tiém (parenteral preparations) c¢6 5 loai 1a thudc tiém
(injections), thudc tiém truyén (infusions), dung dich dam dic dung tiém hoic
truyén (concentrates for injections and infusions), thuéc bot dung tiém hoic
truyén (powders for injections and infusions), thuéc cdy (implants).

Trong pham vi ciia chuong trinh dai hoc, ching t6i chi dé cap t6i yéu cau
ky thuat va phuong phap kiém nghiém thudc tiém va thudc tiém truyén.
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5.4.1. Tinh chat

Dang dung dich nuéc hoéc dau, nhii dich hodc dich treo, bot... tity theo
ting ché pham.

Cdch thi: Bang cam quan.

5.4.2. b6 trong

Dung dich dé tiém khi kiém tra bang mit thudng & diéu kién qui dinh phai
trong va hau nhu khong c6 tap co hoc - Theo phu luc 8.9, muc B - DDVN III.

Dung dich thudc tiém truyén tinh mach c6 liéu truyén tit 100ml tré 1én
phai dap ting yéu ciu vé giéi han kich thude va s6 lugng cac tiéu phan - Theo
phu luc 8.9, muc A - DDVN II1.

Nhi tuong phai khéng thay dau hiéu ctua su tach 16p.

Hoén dich dé tiém c6 thé 1dng can nhung phai phan tan ngay khi lic déu
va gifi dugce su dong déu khi 1ay dua liéu ra khoi 6ng thudc tiém.

5.4.3. Mau sic

Khoéng mau hodc c6 mau do hoat chat tuy theo ting chuyén luan. Tién
hanh so v6i mau mau - Phu luc 5.17 - DDVN II1.

5.4.4. pH

pH phai ndm trong giéi han qui dinh.

Tién hanh do pH bang may do pH - Phu luc 5.9 - DDVN III.
5.4.5. Do vo khuan

Thuéc tiém phai vé khuén.

Cdch thu: Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia
theo "Tht v6 trung" - phan 4.3.3, trang 115 - 118.

5.4.6. Noi doc t6 vi khuan

Phép thi noi doc t6 vi khudn thuc hién khi c¢6 yéu cau duge qui dinh
trong chuyén luan riéng. Thi theo Phu luc 10.3 - DDVN III.

Khi da tht noi doc t6 vi khuén thi khong phai thi chit gay sot, trit khi co
qui dinh khac.

5.4.7. Chat gay sét

Thudc tiém phai khong c6 chat gay sét. Thii theo Phu luc 10.5-DDVN II1.
Phép thi nay dudgc tién hanh d61 véi:
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— Thuéc tiém déng liéu don 1é c6 thé tich tit 15 ml tré 1én va khong c6 qui
dinh phép thii noi déc t6.

— Thuéc tiém déng liéu don 1é ¢6 thé tich nhé hon 15 ml nhung trén nhan
c6 ghi "khong c6 chit giy sot" va khong c6 qui dinh phép thi noi doc to.
5.4.8. Thé tich (D&i véi thudc tiém, tiém truyén dang 16ng)
Cdch thu: Thudc tiém dude dé thing bang véi nhiét d6 phong va phai
dude phan tan déng déu trudc khi thi.
—  D&i véi thude tiém c6 thé tich nhé hon hoidc bing 5 ml:
+ L&y 6 6ng thudc, trang bom tiém bing 1 6ng, thi trén 5 ong.

+ Kiém tra bang cdm quan 5 6ng thudc, thiy cic 6ng thiu chia thé tich
ngang nhau.

+ Dung bom tiém khé sach c6 dung tich khéng 16n hon 2,5 14n so v6i thé
tich can do, c6 gdn kim tiém thich hgp. LAy thudéc sao cho trong bom
tiém khong c6 bot khi va trong kim tiém van chia day thudc tiém.
Lan lugt 18y thuéc cta ting 6ng tiém theo cach dé.

Tinh két qua thé tich trung binh cta 5 ong.
—  Déi véi thude tiém c6 thé tich 16n hon 5 ml, thude tiém truyén:
+ L&y 4 ong thuéc, trang bom tiém béng 1 6ng, thi trén 3 6ng.
+ Céach tién hanh nhu d6i véi thuéc tiém c6 thé tich khéng 16n hon 5 ml.
Tinh két qua thé tich trung binh cta 3 ong.

— Déi véi thude tiém nhiéu liéu trong 1 lo thi thé tich phai 16n hon so véi
s6 liéu qui dinh dudc 18y ra.

Thé tich cta ché phdm phai ndm trong giéi han cho phép theo bang 5.7.

Bang 5.7. Gi6i han cho phép vé thé tich clia thudc tiém, thubc tiém truyén

Thé tich ghi trén nhan (ml) Phan tram chénh léch
T6i 5 ml +15
Tu 5ml t6i 50 ml. +10
Trén 50 ml +5

5.4.9. D6 dong déu khéi lugng (D3i v6i ché pham dang bot)

Loai bd hét nhéan, ria sach va lam khé bén ngoai, loai bé hét cac nit va
can ngay khoi lugng ca thudc va vo; 1ay hét thudce ra, dung bong lau sach, néu
cAn thi rita bang nudc, sau d6 rua bang ethanol 96% rdi sdy & 100 - 105°C
trong 1 gid; néu v6 dung khong chiu dugc nhiét do thi lam khé & diéu kién
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thich hgp va can. Hiéu s& khoi lugng hai 1an can 1a khéi lugng caa thude. Lam
nhu vay v6i 9 don vi khac 14y bat ky.

Cho phép khong qua mot don vi c6 khéi lugng chénh 1éch khéi bang 5.2.
5.4.10. D6 dong déu ham lugng

Trit khi ¢6 chi din khac, ché phdm c6 ham lugng hoat chat dudi 2 mg
hodc duéi 2% (kl/kl) so v6i khéi lugng thude ctia toan bd. Thudc tiém, thudc
tiém truyén dang bot déng géi c6 khéi luong nho hon hodc béng 40 mg.

Phép tht dong déu ham lugng dugc tién hanh sau phép thiu dinh lugng
va ham lugng hoat chdt da 6 trong gi6i han quy dinh.

Cdch thi: Lay 10 don vi déng g6i nho nhat bat ky, xac dinh ham lugng
hoat chat tiing 6ng theo phuong phap chi dan trong chuyén luan.

Cdch ddnh gid: Ché pham dat yéu cau phép thii néu ham lugng déu ndm
trong giéi han 85 - 115% ctia ham lugng trung binh.

Ché& phdm khong dat yéu cau néu c6 qua 1 don vi ¢6 gia tri ham lugng
nam ngoai giéi han 85 - 115% ctia ham lugng trung binh hodc c6 moét don vi c6
ham lugng ndm ngoai giéi han 75 - 125% ctia ham lugng trung binh.

Néu mét don vi c6 gia tri ham lugng ndm ngoai giéi han 85 -115% nhung
0 trong gi6i han 75 - 125% cua ham lugng trung binh thi thi lai trén 20 don vi
khéc, 14y ngAu nhién. Ché phdm dat yéu cAu, néu khong qua 1 don vi trong
téng s6 30 don vi dem thit ¢6 gia tri ham lugng ndm ngoai giéi han 85 -115%
ctia ham lugng trung binh va khéng c6 don vi nao cé gia tri ham lugng nam
ngoai gidi han 75 - 125% cua ham lugng trung binh.

5.4.11. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dudc qui dinh trong tiéu
chuén, thuéc tiém va thudc tiém truyén phai cho cac phan tng cua cac hoat
ch4t c6 trong ché pham theo ting chuyén luin.

5.4.12. Dinh luong

L&y thudc trong s6 lo thudc nhu d6i v6i phép thi “thé tich” (ché phdm
dang 16ng) hoac nhu déi véi phép thi “d6 dong déu khéi lugng” (ché phidm
dang bot), tron déng nhat. Tién hanh dinh lugng theo cac phuong phap dugc
qui dinh trong tiéu chudn, ham lugng cta ting hoat ch4t trong ché pham phai
nam trong giéi han cho phép theo bang 5.8.

Bang 5.8. Gidi han cho phép vé ham lugng ddi vGi thudc tiém, thubc tiém truyén

Lugng ghi trén nhan Phan tram chénh léch
Dang dung dich +5
Dang bét +10
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5.5. KIEM NGHIEM THUOC NHO MAT
5.5.1. Tinh chat:
Thé ch4t, mau sic tuy theo ting chuyén luan.

Cdch thi: Bang cam quan.

5.5.2. bo trong
Thuéc nhé mit dang dung dich phai trong, khong c6 cac tiéu phan khi
quan sat bang mét thudng va dat yéu cau vé do trong theo tiing chuyén luan.

Thudc nhé mét dang hén dich c¢6 thé 1ing dong, nhung khi lic phai phan
tan dé dang va dong nhat trong toan khoi.

Cdch xdc dinh: Db trong dudc xac dinh bang cach so sanh cac dung dich
d6 véi cac hon dich mAu ddi chiéu. Thi theo phu luc 5.12 - DDVN II1.
5.5.3. Thé tich

Thé tich thuéc nhé mit phai ndm trong giéi han 100 - 110% so véi thé
tich ghi trén nhan déi véi moi thé tich déng géi.

Cdch thu: Lay 5 don vi déng goéi bat ky. Xac dinh thé tich caa ting don

vi bang bom tiém chudn ho#c 6ng dong chuan sach, khd, c6 d6 chinh x4c phu
hop (Thé tich khéong 16n hon 2,5 1an thé tich cAn xac dinh).

Thé tich mdi don vi phai ndm trong giéi han cho phép.

Néu c¢6 mot don vi khong dat thi phai kiém tra lai 14n th hai gidng nhu
lan d4u. Néu lan tha hai c6 qua mdt don vi khong dat thi 16 thude khong dat
yéu cau.

5.5.4. pH

pH phai nam trong giéi han qui dinh.

Po bang may do pH - Phu luc 5. 9 - DDVN II1I.
5.5.5. Do vo khuin

Thudc nhd mét phai vo khuén.

Cdch thu: Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia
theo "Thu vo trung" — phan 4.3.3, trang 115 - 118.

5.5.6. Gigi han cac tiéu phan

Thti nghiém nay chi yéu cau d6i véi thudc nhé mat dang hén dich.

Cho mot thé tich ché& phdm thich hgp vao coc do hay vat kinh cta kinh
hién vi. Quan sat bang kinh hién vi mét dién tich tuong tng 10 pg pha rin.
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Két qua:

- Khong dude c6 qua 20 tiéu phan cb kich thuée 16n hon 25 pm.
- Khong dudgc c6 qua 2 tiéu phéan cé kich thude 16n hon 50 um.
- Khong dudce c6 tiéu phan nao cé kich thude 16n hon 90 pm.

5.5.7. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cic phuong phap dude qui dinh trong tiéu chuén,
thudc nhé méat phai cho cac phan tng cia cac hoat chat c6 trong ché pham.

5.5.8. Dinh lugng

Lay thudc cua 5 don vi déng géi nho nhat bat ky, tron déu. Tién hanh
dinh lugng theo cic phuong phap dude qui dinh trong tiéu chuédn, ham lugng
cua ting hoat ch4t trong ché phdm phai ndm trong giéi han cho phép qui dinh
trong chuyén luan.

5.6. KIEM NGHIEM THUSC UONG DANG LONG

5.6.1. Yéu cau ky thuat va phuong phap thu

5.6.1.1. Tinh chat
Thé ch4t, mau sic, mui vi tiy theo ting chuyén luan.
Cdch thi: Bang cam quan.

5.6.1.2. B¢ trong

Thudc udng dang dung dich phai dat yéu cau vé do trong theo tiing
chuyén luan.

Cdch xdc dinh: Giong nhu déi v6i thuse nhoé mét.
5.6.1.3. Thé tich
Cdch xdc dinh: Giong nhu ddi v6i thuée nhé mét.
Thé tich thudc phai ndm trong giéi han cho phép theo bang 5.9.
5.6.1.4. pH

Mbt s6 ché pham c6 yéu cau thi pH phai ndm trong giéi han qui dinh.
Po bang may do pH - Phu luc 5.9 - DDVN III.
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Bang 5.9. Gi6i han cho phép thé tich thudc uéng dang 16ng

Dang thuéc Thé tich ghi trén nhan (ml) Phan tram chénh léch
Thuéc nudc dé udng Téi 20 +10
Trén 20 - 50 +8
Trén 50 - 150 +6
Trén 150 +4
Siro Té6i 100 +10
Trén 100 - 250 +8
Trén 250 +6

5.6.1.5. D6 nhiém khudn

D6 nhiém khuén phai dat giéi han qui dinh cho ché& pham theo tiing
chuyén luan.

Cdch thu: Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thi va danh gia
theo "Thti gi6i han vi sinh vat" - phan 4.3.4, trang 119-121.

5.6.1.6. Ty trong

Ty trong ctia ché phdm phai nidm trong giéi han qui dinh theo tiing
chuyén luan.

Cdch thu: Theo “X4c dinh ty trong chat 16ng” - phu luc 5.15 - DDVN II1.
5.6.1.7. D6 déng déu ham luong

Mot s6 ché pham yéu cAu thi phai tién hanh phép thi nay.

Cach thi va danh gia giong nhu dé6i1 véi thude bot.
5.6.1.8. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dude qui dinh trong tiéu chuén,
ch& phdm thuédc phai cho cac phan ting caa cac hoat chat c6 trong ch& pham.

5.6.1.9. Dinh luong

Lay thuéc cia 5 don vi déng gbéi nho nhat bat ky, tron déu. Tién hanh
dinh lugng theo cic phuong phap dude qui dinh trong tiéu chudn, ham lugng
cta ting hoat chét trong ché phadm phai ndm trong giéi han cho phép theo
bang 5.10.

5.6.2. Cac dang thudc uéng dang Iéng

Thuéc uéng dang long phai dat yéu ciu tiéu chuin k§ thuat chung doi
v6i thuée uong dang 16ng va yéu cau riéng tuy ttung chuyén luan.
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Bang 5.10. Gidi han cho phép vé ham lugng déi véi thuéc udng dang 16ng

Dang thuéc Phan tram chénh léch
Thuéc doc A, B +5
Thu6c thudng +10

5.6.2.1. C6n thudc

Con thuéc 14 nhiing ché phdm 16ng duge diéu ché bang cach ngam chiét
dudc liéu thuc vat, dong vat hodc bang cach hoa tan cao thuéc, dude chat theo
ty 1& qui dinh trong ethanol 6 cac néong d6 khac nhau.

5.6.2.2. Siro

Siro 1a dung dich dam dic (khong dudi 60%) cua duong triang (Saccharose)
trong nudc, c6 chta cac duge chat hodc cac dich chiét tit duge liéu va cac chat
lam thom.

5.6.2.3. Potio

Potio 1a dang thudc nuée c6 vi ngot, chita mot hay nhiéu duge chat, dung
uéng ting thia. Potio ¢6 thé ¢ dang hén dich ho#c nhi dich.

Dung moi cta potio c6 thé 1a nude, nude thom, nuéec ham hay nuée sic
dudc liéu. Potio thuong chia 20% siro.

5.6.2.4. Dung dich uéng (Oral solution)

Dung dich uéng 1a nhiing ché& phidm 1éng trong suét, chita mot hay nhiéu
dudgc chat hoa tan trong mdt dung méi hay hén hop nhiéu dung méi thich hop
dung bang cach udng.

Dung méi ctia dung dich c6 thé 1a nuée, dau, ethanol, glycerin...
5.6.2.5. Thudc udng giot (Oral drop)

Th\u()’c u,é’ng giot 1a thudc udng dude dung véi thé tich nhé bing dung cu
phan liéu 1a 6ng nho giot.
5.6.3. Dung dich thudc dung ngoai dang long

Thudc dung ngoai dang 16ng 1a cic ché pham 16ng déng nhit, thudng 1a
dung dich, con thudc, hén dich hodc nhii dich cia mot hay nhiéu hoat chat
trong chat dan thich hgp dé dung ngoai.

Cac thuoc dung ngoai dang 1ong phai dat theo cac yéu cau ky thuat
chung cua thudc udng dang 14ng va riéng tung dang thudc cé nhiing yéu cau
riéng. Riéng yéu cdu "dd nhiém khuén" khong phai lam.
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5.7. KIEM NGHIEM THUGC MG
5.7.1. Yéu cau ky thuat va phuong phap thu
5.7.1.1. Tinh chat

— Thé chét: thuéc md phai min, dong nhAt, khong ctng lai hoac tach 16p &
diéu kién thudng, khéng chay 1éng ¢ nhiét d6 37°C va phai bat dinh
dugc trén da hay niém mac khi béi.

— Mau sic, mui: tuy ting ché pham.
Cdch thu: Bing cam quan.
5.7.1.2. D6 déng déu khéi luong

Cdch thit va danh gid: Gidng nhu d61 véi thude bot. Do chénh léch khéi
lugng phai dat theo bang 5.11.

Bang 5.11. Gidi han cho phép chénh Iéch khéi lugng déi vGi thuéc ma

Khdi lugng ghi trén nhan (gam) Phan tram chénh léch
Du6i 10,0 +15
Tu 10,0 - 20,0 +10
Trén 20,0 - 50,0 +8
Trén 50,0 +5

5.7.1.3. D¢ déng nhat

Céac tiéu phan phai phan tan déng déu.

Cdch thu: Lay 4 don vi déng géi, mdi don vi khoang 0,02 -0,03 g, trai ché&
phdm 1én 4 tiéu ban, bén trén dit mot phién kinh. DAy mdi phién kinh bing
mot phién kinh khac va ép manh cho dén khi tao thanh mot vét c6 duong kinh
khoang 2 cm. Quan sat vét thu dudec bang mat thuong, 3 trong 4 tiéu ban
khong duge nhan thdy cac tiéu phan. N&u cé cac tiéu phan nhin thdy & trong
phan 16n s6 cac vét thi phai lam lai véi 8 don vi déng géi. Trong s6 cac tiéu ban
nay, cac tiéu phan cho phép nhan thay khong dudc vuct qua 2 tiéu ban.

5.7.1.4. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dudc qui dinh trong tiéu
chuén, thuéc md phai cho cac phan ting cta cac hoat chat c6 trong ché pham.

5.7.1.5. Binh luong

Can thudc trong 5 don vi déng gbéi nhé nhat, tinh khéi lugng trung binh,
tron déng nhat. Can mot lugng ché phdm nhu chi dan trong chuyén luén,
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tién hanh dinh lugng. Ham lugng hoat ch&t phai ndm trong giéi han qui dinh
theo bang 5.12.

Bang 5.12. Gidi han cho phép vé ham lugng ddi véi thuéc mad

Néng doé ham lugng ghi trén nhan Phan tram chénh léch
T6i 200 mg +15
Trén200mg-1g +10
Trén1-5g +75
Trén 5 g +3

5.7.2. Thuéc ma tra mat

Dat cac yéu cau cua thudc md va nhiing yéu cau riéng cta thudc md tra
mat nhu sau:

5.7.2.1. DS v6 khuén

Thuéc mé tra mit phai vé khufn va khong dude cé6 Staphylococcus
aureus va Pseudomonas aeruginosa.

Cdch thu: Néu khong c6 qui dinh riéng thi tién hanh thu va danh gia
theo "Thii vo trung" - phan 4.3.3, trang 115-118.

5.7.2.2. Cdc phan tur kim loai
S6 lugng cac phan ti kim loai phai ndm trong giéi han cho phép.

Cdch thu: Lay 10 6ng thudc, bép hét thude chtia bén trong vao tiing dia
petri riéng c6 dudng kinh 6 cm, day bang, khong cé cac vét xude va cac phan tu
la nhin th&y duge. Pay cac dia, dun néng dén 80 -85°C trong 2 git va dé cho
thuéc md phan tan déng déu. Lam ngudi va lam dong lanh thuéc md, lat ngudc
mdi dia d#t 1én ban soi cta kinh hién vi thich hgp; chiéu sang tir trén xuéng
bing mot ngon dén chidu dit 6 géc 45° so v6i méit phdng ctia ban soi. Quan sat
va dém cic phan ti kim loai sang béng, 16n hon 50 um & bat ky kich thuéc nao.
Khong dugc c6 qua mot 6ng trong 10 6ng thudc dem thi chtia nhiéu hon 8
phén ti va khong dude qua 50 phan ti tim th4y trong 10 éng. Néu ché pham
khong dat ¢ 1an thi thi nhat thi lam lai 1an thd hai véi 20 6ng thudc khac.
MaAu thu dude coi 1a dat yéu cau néu khéng c6 qua 3 6ng chiia qua 8 phan tu
trong mdi 6ng va tong s6 khéng qua 150 phan ti trong 30 6ng thi.

5.7.2.3. Gidi han kich thudc cdc phan tu
Khong dude c¢6 phan ti nao ctua thude c6 kich thuée 16n hon 75 pm.

Cdch thi: Trai mot lugng nhé ché phdm thanh mét 16p méng trén ban soi
caa kinh hién vi, pht phién kinh 1én trén va soi.
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5.8. KIEM NGHIEM THUGC DPAN, THUGC TRUNG

5.8.1. Tinh chat

Thudc dan c¢6 hinh nén hodc hinh con suét, khéi luong 1 - 3 g, dai 3- 4 cm.
Thuéc triing c¢6 hinh cau hodc hinh trai xoan, khéi lugng 2 - 4 g.

R A N 1 N A A A
Thé chat, mau sac, mui dat theo chuyén luan riéng.

Cdch thu: Bang cam quan.

5.8.2. D6 déng déu khéi lugng

Cdch thi: Nhu d61 v6i vién nén

Ddnh gid két qud: Khéi lugng cia mbi vién (6 moi khéi lugng) phai ndm
trong khoang khoi lugng trung binh + 5%.

Cho phép khong qua 2 don vi léch ra ngoai gi6i han, nhung khong dugc
c6 don vi nao léch gap hai lan giéi han cho phép.
5.8.3. D6 ri

Do ra cta thudc dan va thuéc tring 1a kha nang tan ra hodc mém ra ctua
thuéc dan va thudc tring trong moéi truong thd, bang thiét bi thi do ra da
dugc qui dinh trong thoi gian nh4t dinh da duge qui dinh 6 tiing chuyén luan.

Cdch tién hanh: Thi trén 3 vién, theo phu luc 8.5 - DDVN III.
MaAu tht dudc coi 1a dat yéu cau vé do6 ra
Da6i véi thuée dan:

— Hoa tan hoan toan; hoac

— Phén tan thanh nhiing tiéu phan va tap trung trén mit nudc (cac chat
md), chim xudng day (bot khong tan) hay hoa tan trong nuéc (thanh
phan hoda tan dudc); hoic

— Trd nén mém ra kém theo bién dang ma khong nhat thiét phai bi phan
tan hoan toan thanh nhiing tiéu phan, nhung khi dung diia thuy tinh
choc vao thi phai khong duge c6 nhan rén.

Thudc dan c6 ta duge than md phai ra trong thoi gian duéi 30 phit.
Thuéc dan tan trong nude phai ra trong thoi gian dudi 60 phiit.
D6i véi vién nang ddt truc trang:
V6 nang gelatin v3 ra va giai phong cac chit chtia bén trong.
Thoi gian ra phai trong vong 30 pht.
Déi v6i thuébe trieng:

V6 nang gelatin v3 ra va giai phéng cac chat chta bén trong.
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Thoi gian ra phai trong vong 30 pht.
Da6i véi vién nén ddat aGm dao:
— Khéng dudgc con cin trén dia kim loai; hodc

— Néu con cén trén dia kim loai thi d6 chi 1a khéi mém hay rong x6p, khi
diing diia thuy tinh choc vao thi phai khéng dude c¢6 nhan ran.

Thoi gian ra phai trong vong 30 phiit.

5.8.4. Dinh tinh

Tién hanh dinh tinh theo cac phuong phap dudc qui dinh trong tiéu
chuén, thudc dan va thudc tring phai cho cac phan tng cta cic hoat chat cé
trong ché pham.

5.8.5. Dinh lugng

Can thudc trong 20 vién, tinh khéi lugng trung binh vién, lam déng nhat.
Tién hanh theo phudng phap qui dinh trong tiéu chuén, ham lugng caa ting
hoat chat trong ché phdm phai ndm trong giéi han cho phép nhu 6 bang 5.5.
5.9. PHEP THU DO HOA TAN CUA VIEN NEN VA VIEN NANG

(Dissolution test for tablets and capsules)

5.9.1. Khai niém

Do hoa tan cta mdt ch& phadm 14 ty 1& hoat chit duge giai phéng ra khoi
dang thudc theo thdi gian véi cac diéu kién qui dinh trong ting chuyén luan.

V6i mbi ché phdm c6 cac qui dinh cu thé vé thiét bi thd, méi trudng hoa
tan, thoi gian thi nghiém va phan tram hoat chat dugc giai phéng (Chi s Q).
5.9.2. Thiét b

Ty thiét bi c6 thé c6 mot binh hoic 6 - 8 binh thi.

5.9.2.1. Thiét bi kiéu gio quay (Basket apparatus)

Thiét bi bao gom:

1. Mot céc hinh tru C bang thuy tinh borosilicat hodc bang chat liéu
trong sudt thich hgp, c6 day hinh ban ciu va c6 dung tich 1000ml, hinh 5.1 va
hinh 5.2. Miéng binh c¢6 vién rong, dudc day bing nip c6 mét so 16 nhd, trong
d6 c6 mot 16 6 tam ctia nap.

2. M6t dong co v6i bo phan diéu téc ¢6 kha ning duy tri téc dd quay ctua
gié trong pham vi + 4% toc d6 dat. Pong cd nay gin v6i mot bé phan khudy bao
gdm truc quay A va gié hinh éng tru B. Tru kim loai phai quay dudc mét cach
nhe nhang, khong bi lic lu nhiéu trong khi quay. Bé phan gié gém c6 2 phan:
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— Phén nap trén c6 mot 16 thoat nhé duge gin véi truc. Nap nay dude 1ap
3 cai nhip dan hoi, hodc bing cach thich hgp dé c6 thé git chic chin
phan dudi cta gié déng truc véi truc ctia binh trong khi quay va c6 thé
thao phan dudi ra dé dang khi cdn cho ché& pham thi vao gid.

— Phan duéi thao ldp dude 1a mot gid hinh 6ng tru dude 1am bang vai ray
kim loai, mép khau dudc han lién, dudng kinh s¢i day la 0,254 mm, c6
canh hinh vuéng cta 16 ray 1a 0,381 mm; gid hinh &ng tru nay c6 vanh
kim loai bao quanh day trén va day dudi. Gid c6 thé dudec ma mot 16p
vang kim loai day 2,5 um dé khéng bi héng khi tht trong méi trudng
acid. Khodng cach tiu gié dén day trong cuia binh luén dudc giii trong
khoang 23 - 27 mm trong qué trinh thu.

3. Mot chdu cdch thuy dé duy tri méi trudng hoa tan & nhiét d6 37°C + 0,5
oC.

Hinh 5.1. Thiét bi th&r @ hoa tan cta vién nén, vién nang cla Pharma TEST

1. Bé diéu nhiét 4. Dia day
2. C6c dung moi trudng hoa tan 5. Truc khudy
3. Canh khudy 6. B phan didu khién

5.9.2.2. Thiét bj kiéu cdnh khudy (Paddle apparatus)

Thiét bi nay giéng nhu thiét bi gid quay md ta & trén, chi khac 1a gid duge
thay bang canh khudy D hinh 5.1 va hinh 5.3. Canh khudy dugc lip dat sao
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cho di qua tdm cta truc va canh duéi cia né ngang bang véi mat day caa truc.
Truc canh khudy dudc 1ap dit & vi tri sao cho khong léch qua 2 mm so véi truc
cua binh va canh day cua canh khudy cach méit day trong cta binh tu 23 - 27
mm. Thiét bi dudc van hanh sao cho canh khudy quay tron mot cach nhe
nhang va khoéng c6 rung dong ro rét.
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Hinh 5.2. Thiét bi kidu gid quay H. 5.3. Thiét bi kidu canh khusy
(kich thudc tinh bang mm) (kich thudc tinh bang mm)

5.9.3. Cach thu
5.9.3.1. Chuan bi méi truong hoa tan

Mboi truong hoa tan dudc chi din trong tung chuyén luin riéng. Néu la
dung dich dém thi pH phai diéu chinh dé sai khac khong qua 0,05 don vi. Mbi
truong hoa tan phai loai khi truée khi dung.

Cho mét thé tich quy dinh méi trudng hoa tan da dudi khi vao binh (thé
tich qui dinh + 1%). Lam 4&m méi trudng hoa tan dén nhiét do6 37 + 0,5 °C.

5.9.3.2. Cho vién vao thiét bj thur

Néu khong c6 chi dan gi khac thi thu dong thoi trén 6 vién, cho mbi vién
vao mot binh tru hoac mot gié quay.
— Khi dung thiét bi gio quay: Cho vién nén hay vién nang vao trong gio
kho. Ha thap gid vao ding vi tri réi cho gid quay.
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—  Khi dung thiét bi kiéu cdnh khudy: Cho vién nén hay vién nang chim
xubng day binh trude khi cho canh khudy quay; c6 thé dung mot day
xodn bing kim loai hay thuy tinh dé giit cho vién thuéc ndm ngang
duéi day binh. Can loai trit bot khéng khi khéi bé mét vién.

5.9.3.3. Van hanh thiét bj
Van hanh thiét bi ngay & toc d6 quay duge chi dan trong chuyén luan riéng.

5.9.3.4. Ldy mau

Tuy theo chi din & chuyén ludn ma 14y mau ra dé thi ¢ phiat tha 45 hoic
sau nhiing khoang thdi gian quy dinh, hodc 1ay mau ra lién tuc; cho phép
chénh léch so véi thoi gian qui dinh 1a + 2%. Vi tri hit mau & khoang gitia bé
méit moi trudng hoa tan va mat trén cua gié quay hay canh trén cua canh
khudy; diém nay phai cach thanh binh it nh&t 10 mm. Trit trudng hgp phan
tich mAu lién tuc, do mau tu dong khi d6 mau 18y ra sau khi phan tich lai tré
vé binh hoa tan, cling nhu trong truong hop 14y mau phan tich mét 1an; con
cac truong hop khac phai thém mot thé tich méi trudng hoa tan bang thé tich
mAau thu da 14y & nhiét do 37 + 0,5°C, hoéc ¢6 thé dung phép tinh hiéu chinh.

5.9.3.5. Xdc dinh luong hoat chat

MAu tht 18y ra c6 thé dude loc bing gidy loc, mang loc hoic thiét bi thich
hop. Dung dich thu dugc c6 thé duge dung riéng biét hodc gop lai dé xac dinh
phan tram hoat chat giai phéng.

Xac dinh lugng hoat chat chiia trong dich loc bing phuong phap dugc chi
din trong chuyén luan riéng.

5.9.3.6. banh gia két qua

— Luong hoat chat dudc giai phéng cua ca 6 vién thu phai khong duéi
70% lugng hoat chat qui dinh, trit khi c6 chi dan trong chuyén luan
riéng. Né&u c6 1 vién khong dat thi thu véi 6 vién khac, 1an nay ca 6
vién déu phai dat yéu cau (theo DDVN III).

— Hoéc phan tram dudc chat giai phéng so véi ham luong ghi trén nhéan
dugc danh gia theo bang 5.13 va bang 5.14 (theo USP 24).

— Néu vé vién nang anh hudng téi két qua phan tich, 14y it nhat 6 vién
nang, loai bd toan luong thuéc trong nang, hoa tan vo nang rong trong
mot thé tich moéi trudng hoa tan duge chi dan trong chuyén luan rdi
tinh hiéu chinh. Hé s6 hiéu chinh khéng dugc 16n hon 25% ham lugng
ghi trén nhan.
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Bang 5.13. Gidi han vé phan tram dudc chat giai phong déi véi vién nén,
vién nang danh gia theo tuing vién (Theo USP 24 - trang 1943)

Lan Sé vién Yéu ciu két qua Két luan - Giai phap
thir (Phan tram hoat chat hoa tan)
— Dat: Mau th dat yéu ciu vé dd hoa tan.
1 6 Mbi vién phai > Q + 5% Dung th{ nghiém.
— Khéng dat: Lam I4n 2
N — Dat: M3u th(r dat yéu céu vé do hoa tan.
2 6 Trung binh clia 12 vién phai > Q D?rn tt?L’L;n hiéran yeu cau ve do hoa tan
va khong c6 vién nao < Q - 15% gfhunghiem.
— Khéng dat: Lam lan 3
Trung binh cia 24 vién phai > Q | — Pat: MAu thit dat yéu cau vé do hoa tan.
3 12 va c6 dudi hai vién < Q - 15% va | _ Khong dat: MAu thir khéng dat yéu ciu vé
khéng c6 vién nao < Q - 25% d6 hoa tan.

Bang 5.14. Gi6i han vé phan tram dudc chét giai phong déi véi vién nén, vién nang
danh gia theo cach gop dich loc clia cac vién tht (Theo USP 24 - trang 1943)

2 S4 vién Yéu cau két qua . o
Lan thir (Phan tram hoat chat hoa tan) Két luan - Giai phap
- DPat: Mau thr dat yéu cau vé do
1 6 Trung binh clia 6 vién phai > Q + 10% hoa tan. Dung thd nghiém.
— Khéng dat: Lam l1an 2
S, A . —Dat: Mau thr dat yéu cau vé do
o, v . O
9 6 Trung binh cua 12 vién phai > Q + 5% hoa tan. Dung thir nghiém.
— Khéng dat: Lam 1an 3
— DPat: Mau thr dat yéu cau vé do
. . . . hoa tan.
3 12 Trung binh cua 24 vién phai > Q . R . . .
— Khéng dat: Mau thu khéng dat yéu
céu vé do hoa tan.

5.9.4. Thir toc dd hoa tan cla vién nén va vién nang bao tan & rudt

Tién hanh cdc budc nhu trén. Riéng moi truong va thoi gian nhu sau:

— Giai doan 1: dung 1000 ml dung dich acid hydrocloric 0,1 M lam chAat
16ng. Thu trong 2 gic.

— Giai doan 2: 1000ml dung dich dém phosphat pH 6,8. Thti trong 45 phiit.
Danh gia két qua:

+ Luogng hoat chat dudc giai phéng cua ca 6 vién thu phai khong duéi
70% luong hoat chat qui dinh, trtt khi c¢6 chi dan trong chuyén luan
riéng. Néu c6 1 vién khong dat thi thi v6i 6 vién khac, 1an nay ca 6
vién déu phai dat yéu cau (theo DDVN III).

Hodc

Trong moi truong acid hydrocloric 0,1 M: theo bang 5.15.

Trong moi trudng dém pH 6,8: Danh gia nhu 6 bang 5.13 va 5.14.
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Bang 5.15. Gi6i han vé phan tram dudc chat gidi phong déi véi vién bao, vién nang
tan trong ruét (mai trudng th 1a HCI 0,1M) - Theo USP 24 - trang 1947

S6 vién Yéu cau két qua I o
L thir (Phan tram hoat chat hoa tan) Két luan - Giai phap
- Dat: M3u th( dat yéu cdu. Du
1 6 Khoéng cé vién nao vugt 10% so véi ham th?r ngh?(:m a yeu cau ng
lugng ghi trén nhan - Khéng dat: Lam 14n 2
2 4 - Dat: M3u th( dat yéu cau. DU
) 6 Trung binh cdia 12 vién phéi nhé hon 10% | ~ 5 ngh?gm_ U dat yéu cau. Dung
so vGi ham lugng ghi trén nhan - Khéng dat: Lam I4n 3
2 4 - Dat: M3u thir dat yéu cau.
3 i Trung binh clia 24 vién phai nhd hon 10% K:A adf’ . :Afa t{f,“k?“ dat v
so v6i ham lugng ghi trén nhan - Khong dat: Mau thur khong dat yeu
cau vé db hoa tan.

Vi du:
e Vién nang Cephalexin (DDVN III, trang 53 - 54)
Thiét bi: Gio quay
Moéi truong hoa tan: 1000 ml nuée
Téc do: 100 vong/ phut
Thoi gian: 45 phut
\ Léy vdr)x&’ ly mdu: Loc dung dich sau \khi hoa tan. Pha loang dich loc
bang nudc dé duge dung dich cephalexin ¢6 nong do 25 pg/ml.

Do d6 hap thu cua dung dich thu dudc 6 budc séng 262 nm véi mau
trang la nudc.

N A x ~ . 7 N A A
Song song lam mdt mau chuan cephalexin ¢6 cing nong do.

Yéu cdu: Khong duge it hon 80% lugng cephalexin (C,;H,,N;0,S) ghi trén
nhan dugc hoa tan trong 45 phiit.

e Vién bao Ibuprofen (DDVN III, trang141)
Thiét bi: Canh khudy

Mbi truong hoa tan: 900 ml dung dich dém phosphat pH 7,2 (Phéi hop
250 ml dung dich KH,PO, 0,2 M véi 175 ml dung dich NaOH 0,2 M, thém nuéc
viia du 1000 ml).

Téc do: 50 vong/ phit
Thoi gian: 60 phut
Ldy va xi2 ly mdu: Loc dung dich sau khi hoa tan. Pha loang dich loc véi

dung dich dém phosphat pH 7,2 d& dudc dung dich ibuprofen c¢6 ndéng do
thich hgp.

Do @6 hdp thu cia dung dich thu dugde 6 bubc séng 221 nm trong cuvet
thach anh c6 chiéu day 1 cm véi miu tring 1a dung dich dém phosphat pH 7,2.

Tinh ham lugng ibuprofen theo A (1%, 1cm) 1a 449 & buée séng 221 nm.
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Yéu cau: Khong duge it hon 85% lugng ibuprofen (C,;H,;0,) ghi trén
nhan dugc hoa tan trong 60 phit.

5.10. THU DO RA CUA VIEN NEN VA VIEN NANG
(Disintegration test for tablets and capsules)
5.10.1. Khai niém

D06 ra cua vién nén, vién nang 1a kha niang tan ra cua ching trong moéi
trudng thii theo qui dinh (thudng 1a nudc), bang thiét bi thi do ra da duge qui
dinh (May thi do ra Erweka hay mot thiét bi tuong duong) trong thoi gian
nh4t dinh da dudc qui dinh 6 tiing chuyén luan.

5.10.2. Thiét bi

Thiét bi bao gbm: (Hinh 5.4, hinh 5.5)

1. Mot gia d6 ong thu thich hop, d6 6 6ng thay tinh hinh tru cé chiéu dai
75,0 - 80,0 mm, dudng kinh trong 21,5 mm va chiéu day thanh 6ng khodng 2 mm.

2. Mot dia hinh tru day trén méi éng, c6 duong kinh 20,55 - 20,85 mm va
chiéu day 9,35 - 9,65 mm, dugc lam bang chit déo trong sudt cé ty trong 1,18 -
1,20. Pia ¢6 5 16 hong, dudng kinh méi 16 1& 2 mm, 1 16 6 gitta con 4 16 con lai
dat cach déu nhau trén mot vong tron cé ban kinh 6 mm ti tam dia. Cé 4 ranh
cach déu nhau dugc cit bén canh dia sao cho ¢ mét trén dia, rdnh c6 chiéu
rong 9,5 mm, chiéu sau 2,55 mm; 6 mit duéi cua dia, ranh 14 hinh vuéng c6
canh 1,6 mm.

3. Cac éng dudc giti 6 vi tri thing dtng trong 6 16 trong cta 2 tAm nhua
cling trong sudt c6 duong kinh 90 mm va chiéu day 6 mm. Cac 16 cach déu
nhau va cach déu tam. Mt duéi cia tAm nhua phia duéi duge gén 1 tdm luéi
dan bang cac sgi thép khong gi c¢6 duong kinh 0,635 mm va kich thudc mét 16
la 2 mm.

4. Hai t4&m nhua dugc c6 dinh va cach déu nhau 77,5 mm bang cac thanh
kim loai duge chét thdng ding ¢ phia ngoai va mét thanh kim loai duge gin
chat vao tAm tdm nhua phia trén, sao cho gi4 dé éng thi c6 thé 14p rap véi bod
phan co d€ van hanh thiét bi chuyén dong 1én xuéng mot khoang tit 50 - 60
mm vé6i tan sudt 28 - 32 1an/ pht.

5. Gia d6 6ng thi dugc nhung chim trong mét binh thich hgp, thuong 1a
cdc thay tinh c6 dung tich 1000 ml chiia ch&t 16ng da duge qui dinh. Thé tich
ch&t 16ng phai du dé sao cho khi gia éng thi & vi tri cao nhat thi luéi kim loai
phai & duéi bé mat chat 16ng it nhat 15 mm va khi gia éng thi ¢ vi tri thap
nh4t thi luéi kim loai cach day coc thuy tinh it nhat 25 mm va miéng cac éng
thuy tinh phai ¢ trén bé mit chat 16ng.

6. Mot thiét bi phit hop (thuong 1a chau cach thuy) dé duy tri nhiét do
cua chat 1ong 1a 37°C + 0,5 °C.
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Hinh 5.5. Thiét bi do d6 ra clGa vién nén, vién nang

1. Nguén cung cap nhiét 2. Bé diéu nhiét 3. Coc dung méi trudng thir
4. Pia day 5. 6ng hinh tru 6. Gia do 7. B6 phan diéu khién
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5.10.3. Cach thu
5.10.3.1. Chuén bj
— Cho mot thé tich thich hgp méi trudng thii (thudng 1a nuéce) vao cac.
—  Van hanh may diéu nhiét dé nhiét d6 cia méi trusng thi dat 37°C + 0,5°C.
— Cho vao mdi 6ng tht mot vién nén hodc mot vién nang roi day dia chat
déo vao ting ong.
5.10.3.2. Vén hanh thiét bj

Nhiing gia dd vao trong céc dung chit 1ong va van hanh thiét bi theo thoi
gian qui dinh.

5.10.3.3. Panh gid két qua
— Sau thai gian qui dinh ho#c khi thay cac vién da ra hét, 14y gia dé ong
tht ra khoi coc chat 10ng.

— MaAu thu dugc coi 1a dat yéu cau vé d6 ra khi khong con cén, trit nhiing
manh vé nang ho#c vé bao khong tan cia vién nén, con lai trén mét
luéi cta thiét bi thi hodc dinh vao bé mit duéi cia dia day. Néu con
can thi né chi 14 mét khéi mém, khong dude c¢6 nhan khé rén s thay
dudgc.

Két qua:
— Neéu ca 6 vién déu ra hét: Mau thu dat yéu cau vé do ra.
— Neéu con duéi hai vién chua ra hét: Thi lai trén 12 vién niia.
Ché pham dat yéu cau vé do ra khi 16 trong s6 18 vién thi dat d6 ra theo
qui dinh.
5.10.4. Thir do ra cta vién nén va vién nang bao tan d ruédt
Tién hanh theo cdc budc nhu trén. Riéng moi truong va thoi gian nhu sau:

—  Giai doan 1: m6i truong thi 1a acid hydrocloric 0,1M; trong 120 phit.
T4t ca cac vién thi phai con nguyén ven, khéng thé hién su giai phéng
hoat chat.

— Giai doan 2: méi trudng thi 12 dung dich dém phosphat pH = 6,8; trong
60 phut.

Né&u c6 vién dinh dia thi thi lai v6i 6 vién khac.
Ddnh gid két qua: Nhu d61 véi vién nén va vién nang.
Cdach pha dém phosphat pH 6,8: Tron dung dich acid hydrocloric 0,1N va

dung dich natri phosphat 0,2N theo ty 1& 3: 1. Diéu chinh pH dén 6,8 + 0,05
bang dung dich acid hydrocloric 2N ho#c dung dich natri hydroxyd 2 N.
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CAU HOI TU LUONG GIA

5.1. Trinh bay tiéu chuén va ky thuat kiém nghiém chung caa thuéc bot?
5.2. Trinh bay tiéu chuén va k¥ thuat kiém nghiém chung cia vién nang?

5.3. Phan loai cac loai vién nang? Cho biét nhiing yéu cdu riéng cho tiing
loai néu c6?

5.4. Trinh bay tiéu chudn va k§ thuat kiém nghiém chung cta thuéc vién nén?

5.5. Phan loai cac loai vién nén? Cho biét cach thi do ra d61 véi tiing loai?
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5.6. Trinh bay tiéu chuén va k¥ thuat kiém nghiém chung cta thudc tiém
va thuéc tiém truyén?

5.7. Trinh bay tiéu chuédn va k§ thuat kiém nghiém chung ctia thude nho mét?

5.8.

Trinh bay tiéu chuéin va k§ thuat kiém nghiém chung caa thudc md

va thuéc mé tra mat?

5.9. Trinh bay cach thii téc dé hoa tan va danh gia két qua cta vién nén

5.10.

5.11.

5.12.

5.13.

5.14.

paracetamol 500 mg; vién nang cephalexin 500 mg va vién bao
diclofenac 50 mg?

Anh (chi) hay cho biét cach thi d6 ra va danh gia két qua cta vién
nén acid ascorbic 100 mg; vién nang cloxacilin 250 mg va vién bao
cimetidin 400 mg ?

Anh (chi) hay dé xudt tiéu chuén va qui trinh kiém nghiém cho vién
nén A c¢6 ham lugng hoat chat 1a 1,5 mg/ vién.

So sanh phuong phap thi do ra cta vién nén ctia Duge dién Viét
Nam I - tap 1 va Dugc dién Viét Nam III.

Nguoi ta tién hanh dinh lugng paracetamol trong vién nén
paracetamol 500 mg nhu sau: Can 20 vién dudc khoi luong 14,6853g.
Nghién min. Can 0,2205 g bot vién, hoa tan trong vita di 200 ml
dung méi. Lac déu, loc. Pha lodng 1,00 ml dich loc thanh 100,0 ml
trong binh dinh mtc bing dung mo6i. Mat d6 quang cia dung dich
nay 6 257 nm 1a 0,501.

Hoi ché phdm c6 dat yéu cAu vé ham lugng khéng? Biét
paracetamol c6 A (1%, 1lecm) 6 buée séng 257 nm 1a 715.

Thii @ hoa tan cua vién nén ciprofloxacin 250 mg theo DDVN III,
sau khi diing khu4y, pha loang chinh x4c méi truong hoa tan trong
mdi coc thi 50 1an. Do d6 hap thu cua cic dung dich nay theo diéu
kién da cho dugc két qua 1an lugt tuong ting véi cac coc 1; 2; 3; 4; 5 va
6 1a 0,435; 0,346; 0,462; 0,378; 0,489 va 0,408. Hoi ché phdm c6 dat
yéu cau vé do hoa tan khong? Biét dung dich ciprofloxacin chuén
néng d6 5,5 ng/ ml c6 do6 hap thu 1a 0,505 do trong cung diéu kién.



Chuong 6.

DO ON BINH VA TUGI THO CUA THUOC

MUC TIEU HOC TAP
1. Trinh bay dugec muc tiéu va tiéu chudn ddnh gid d6 6n dinh cia thude.

2. Gidi thich dudc nguyén tdic xdc dinh dé 6n dinh va cdch tinh tudi tho
cua thudc.

Mot trong nhiing yéu cdu quan trong nhat déi véi thude phong va chiia
bénh 1a do 6n dinh vé chat lugng trong suét qua trinh bao quan ti khi xuét
xuéng dén khi hét han dung. P6 én dinh cta thudc lién quan dén qua trinh
san xuét, phan phdi va bao quan thudc.

Khi nghién ctu trién khai thudc méi hodc hoan thién nang cao hiéu luc
ctia mot thuéce da dude xti dung trong 1am sang, nha san xudt can danh gia do
6n dinh cta thuéc trong diéu kién bao quan xac dinh, tit d6 tinh ra tuéi tho
ctia n6. Nguoi phan phoi, luu giit thuéc phai duy tri dude diéu kién bao quan
thudc da qui dinh dé dadm bao han diung cta thudc.

Viéc nghién cttu do on dinh cta thuéc 13 mot qua trinh hoan thién
phuong phap va cho téi gdn day, T6 chiic Y t& thé giéi (WHO) méi c6 van ban
chinh thtc huéng din nghién ctu d6 6n dinh caa thude. Duge dién caa mot s6
nude da c6 chuyén luan vé van dé nay.

6.1. QUA TRINH PHAT TRIEN NGHIEN cUU DO ON DINH

Nguoi ta da c6 nhiing ghi nhan ban diu lién quan dén d6 bén viing ctua
thuéc. Mot s6 ché phdm khé bao quan , dé phan hty nhu aspirin, procain,
mot s6 vitamin nhu A, C. Ngugc lai, mot s6 ché pham khac lai kha bén viing
nhu sulfonamid. Tt d4y khai niém vé do 6n dinh ctia thudc dan dan dugc
hinh thanh.

Nam 1948, tap chi “Céng nghé Duge va M§ pham” cia My dang mot két
qua nghién ctu ly tha vé vitamin A: bdo quan vitamin A trong 5 tuan 1& &
42°C s& cho mot lugng vitamin nay bi phan huy tuong duong nhu khi bao
quan trong hai ndm 6 nhiét d6 phong. Két qua nghién ctiu da goi y mot cach
danh gia d6 6n dinh. E.R. Garrett (1955) goi day la phuong phap thi nghiém
cdp toc. Clng trong thdi gian nay ngudi ta tién hanh mot phép thi d6 6n
dinh cta thudc (gang - testing): Mot ndm nguoi ta 14y mAu ngau nhién & cac
nha thuéc mot ch& phadm nao d6, tién hanh dinh lugng hoat chat, danh gia su
suy giam cua ham lugng. Trén co sé két qua nghién ciu, cac nha bao ché My
da khuyén céao d6i véi cac ché phdm thudc can:
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— Ghi han st dung trén nhan thuéc,
— DPat tiéu chuén dugc dién trong thoi gian luu hanh.

DAau nhiing nam 70 6 My, ngudi ta da thyc hién mot chuong trinh nghién
ctiu do 6n dinh cta thudc, c6 danh gia théng ké xt 1y s6 liéu. Pén nam 1975
Dugc dién My c¢6 dua ra han dung cta thudc. Tuy nhién Dudc dién nay chua
qui dinh phuong phap xac dinh han dung. Mai dén nam 1984, cd quan quan ly
thudc va thuc phdm My (FDA) méi c6 van ban dau tién vé thi d6 6n dinh cta
thudc. Van ban nay duge b sung trong lan xuédt ban thd hai (1987) va hoan
chinh trong 1an xuat ban tht ba (1994).

Niam 1993 Hoi nghi Quéc t€ ban vé hoi nhap da cho xuat ban tai liéu
huéng dan chi tiét vé thi d6 6n dinh cta thuéc (Harmonized Tripative
Guideline, Geneva). Vin ban huéng dan ctia FDA xuit ban nam 1994 c6 ndi
dung tuong tu v6i van ban hoa nhap 1993.

Nam 1994, WHO xuit ban 1an dau trén tai liéu huéng din nghién cttu do
6n dinh cta thuéc. Tai liéu nay dude b sung tai ban nam 1998.

Mot diéu cAn ghi nhan la: viéc nghién ctu do 6n dinh cta thuéc ngay
cang dudc ddy manh va thu dugec két qua kha quan 1a nhd cac phuong phap
phan tich x4c dinh hoat ch4t va tap chat lién quan hodc tap chat phan huy cé
do6 tin cay cao trong qua trinh san xuat cting nhu bao quan va luu thong thudc.
Budc @6t pha dau tién 1a xt dung quang phé UV-VIS dé dinh lugng hoat chat
va sdc ky 16p méng dé phat hién tap chat phan huy. Tiép dén may sic ky khi
roi may séc ky 1ong ra ddi da gidip cac nha phan tich xac dinh dude lugng chat
duéi ppm, phan tich dinh lugng dugde nhiéu thanh phin trong hén hgp, mot
loai hinh phén tich hay gip trong nghién cttu d6 én dinh ctia thudec.

Gan day viéc ap dung cac phuong phap phan tich hién dai nhu: nhiéu xa
tia X, nhiét vi phan,.... da tao ra nhiéu thuén Igi trong nghién cttu d6 6n dinh.

Nbi dung ctia chuong nay dugc bién soan dua chu y&u vao tai liéu huéng
din cia WHO ném 1998, ¢6 tham khao thém mot s6 Duge dién va mot vai tai
liéu khac.

6.2. Pai cuong vé dé én dinh cia thudc

6.2.1. Dinh nghia

Theo WHO, d¢ 6n dinh ctia thudc 1a kha nang ctia nguyén liéu hoic ché
phadm dugc bao quan trong diéu kién xac dinh cé thé gitt dude nhiing dic tinh
von c¢6 vé hoa 1y, vi sinh, sinh dugc hoc..... trong nhiing giéi han nhat dinh.

A R . A N < LN ~ ~ 2 R N . 2
Do 6n dinh cua thuéc phu thudc vao nhiéu yéu to. C6 thé phan chia cac
yéu t6 nay ra hai nhém:

¢ Cac yéu t6 lién quan dén méi trudng nhu: nhiét d6, d6 4m, do chiéu
sang, ham lugng oxy cung cac yéu té bén ngoai khac tac dong 1én thude.

¢ CAc yéu t6 lién quan dén thuéc. D6 la:
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— Tinh chét 1y héa ctia hoat chét va ta duge duge ding dé bao bao ché thudc.
Vi du: dang tinh thé, ham lugng nudc, tap chit trong nguyén liéu...

— Dang bao ché cua thudc,
—  Qui trinh san xu4t thudc
— Nguyén liéu cho @6 dung, bao bi, déng goéi.

Nhu vay d6 én dinh cta thudc phu thuéc chu yé&u vao dic diém cuaa
nguyén liéu, qui trinh san xuit va diéu kién moi truong. Viéc dua vao cong
thic bao ché cac chit 1am ting d6 6n dinh cta thuéc chi duge chdp nhan trong
truong hop hitu han va phai dude chiing minh vé mét khoa hoc va thuc té.

6.2.2. Mot sé thuat ngir lién quan.

Céc tai liéu huéng dan nghién ctu d6 6n dinh ctia thuéc dé cap dén nhiéu
khai niém va thuat ngii. O day sé tom tit mét s6 thuat ngii chinh:

¢ Cdc phép thi dé 6n dinh (stability testings)

D6 1a tap hdp cac phép thi duge thiét k& nham thu duge nhiing théng tin
vé d6 6n dinh ctia ch& pham. Trén co s6 d6 dinh ra tudi tho, han dung & diéu
kién déng gbi va bao quan xac dinh.

¢ Phép thi d6 on dinh dai han (long term (real time) stability testing)

D6 14 nhitng nghién ctu thuc nghiém danh gia su thay ddi cac tinh chat
héa 1y, sinh hoc, sinh dugc hoc .... cia mét ch& phdm thudc trong qua trinh bao
quan 6 diéu kién xac dinh. Trén co s6 két qua nghién ciu nay xac dinh han
dung va khuyén céao diéu kién bao quan.

¢ Phép thi dé on dinh cdp toc (accelerated stability testing)

Pay 1a nghién ctu thuc nghiém dude bd tri dé lam tang téc do phan huy
héa hoc va thay doi trang thai vat 1y cta thuéc nho su thay d6i ctia nhiét do,
do 4m, d6 chiéu sang,.. Thudng nghién ctiu dudc tién hanh 6 nhiét do6 cao 35 -
40°C, c6 khi t6i 50 °C, do am tuong d6i 80 - 90% hoic hon.

¢ L6 san xudt (batch N°)

D6 1a lugng xac dinh ctia mdt san pham duge sdn xuét theo mét qui trinh
va dugc coi 1a dong nhat. Trong truong hdp san xuat lién tuc, 16 tuong ting véi
mot phan nhat dinh cia qui trinh san xudt va dudc dic trung boi tinh dong
nhat ciia san pham.

¢ Han ding thuéc (expiration date)

Pay 1a thoi diém hét han xt dung cua thudc, c6 nghia 1a sau thoi diém
nay ché pham thuéc khong con giti dude cac tinh chat nhu da ding ky trong
tiéu chuan chat luong. Han dung dude xac dinh theo 16 san xuét.

¢ Han san xudt (manufacture date)
Day 1a thoi diém két thic qua trinh san xuét 16 thuse. Han nay dude ghi

thanh thang va nam cho ting 16 sdn phadm. C6 thé tinh han san xuét 1a thoi
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diém thudc duge dua vao luu théng véi diéu kién 1a khoang thoi gian gitia thoi
diém bt dau san xudt va thoi diém dua vao luu thong khong vugt qua 1/ 20
cua thoi han bao quan.

¢ Thoi han bdo qudn (expiration dating period)

D6 1a khoang thoi gian bao quan thuéc trong diéu kién xac dinh ma thuéc
van gitt dudc cac tinh chit da dang ky trong tiéu chudn chat lugng. Dua vao thoi
han bao quan va han san xuit dé tinh ra han dung cua thuéc. Nguoi ta cling
dung tudi tho (shelf life) ctia thudc déng nghia véi thoi han bao quan thude.

¢ Diéu kién bdo qudn chudn héa (controlled storage condition)
D6 1a diéu kién bao quan trong kho thoang khi, nhiét dé trong khoang 15

- 25°C. Tuy vung khi hau nhiét d6 c6 thé 1én t6i 30°C. Trong kho khéng c¢6 mui
la, khong c6 chat 6 nhiém, khong c6 Anh sang truc tiép chiéu vao.

¢ Nhiét do dong hoc trung binh - NDT (mean kinetic temperature)

DAy 1a tri s6 nhiét do trung binh dugc tinh toan cho ting vung khi hau
dua trén su phan bé ctia nhiét d6 theo thsi gian. NDT dugc dung dé danh gié
tac dong cuia nhiét do 1én dong hoc cia qua trinh phan huy héa hoc 1am giam
d6 6n dinh cta thudc. Tri s6 NDT thudng 16n hon tri s6 trung binh s6 hoc.

6.2.3. Muc tiéu danh gia dé 6n dinh

Theo huéng dan cia WHO, nghién ctiu d6 6n dinh cta thudc nham 4 muc
tiéu chinh (bang 6.1)

¢ Giai doan phdt trién sin phdam

O giai doan nay, cac phép thit cap toc duge thyc hién nhim lua chon cong
thtic bao ché thuéc, qui trinh san xuit va d6 bao géi thich hgp. Sau khi c¢6 san
pham nha san xuét tiép tuc dung cac thi nghiém cap toc dé du béo d6 én dinh, so
bo danh gia tudi tho trong diéu kién bao quan da dinh. Mat khac cac thi nghiém
dai han cing bt dau dudge trién khai dé phuc vu cho giai doan tiép theo.

Bang 6.1. B6n muc tiéu cho nghién ciu dd én dinh

T Muc tiéu Phuong phap Giai doan
; nghién cuu ap dung
1 | Xay dung céng thiic, ky | Thi nghiém cap téc Phat trién san pham
thuat pha ché va bao goi
2 | Xac dinh tudi tho va diéu | Thi cap téc va dai han Phat trién san pham va lap hé so
kién bdo quan dang ky
3 | Khidng dinh bang thuc | Thi dai han Lap hé so dang ky
nghiém tudi tho thuéc
4 | Thdm dinh dd 6n dinh | Thi c4p téc va dai han Thudc luu hanh trén thi trudng
lién quan dén cong thiic
va qui trinh san xuét
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¢ Giai doan lip ho so dang ky

Trén co sé két qua thuc nghiém cap téc va dai han, nha san xuat xac
dinh tudi tho va han dung ctia thuéc ¢ diéu kién bao quan va bao géi thich
hgp. Cac thong tin nay dudc ghi ro trén nhan thudc va do bao géi. Nha san
xuét dé trinh véi co quan quan 1y thuéc toan bo hé so khac xin phép luu hanh
thuéc trén thi truong.

¢ Giai doan thuéc luu hanh trén thi truong

Khi thuéc da luu hanh trén thi truong, nha san xuat tiép tuc theo doéi do
on dinh dé khing dinh tudi tho cta thudc trong diéu kién bao quan da dé xuét.

Dé bao dam an toan vé chat lugng thudc luu hanh trén thi trusng, cac co
quan quan ly cling theo déi d6 6n dinh cta thudc théng qua viéc thanh tra,
kiém tra qui trinh san xuét, 14y mau thudc kiém nghiém.

D61 v6i mot ché pham da duge cap phép luu hanh, néu cé su thay ddi vé
cong thiic, vé qui trinh san xuat hodc qui cach déng géi,... nha san xuat phai
nghién ctu bd sung vé d6 6n dinh va bao cao véi co quan quan 1y thude.

6.2.4. Tiéu chuan danh gia dé 6n dinh

C6 5 tiéu chuan danh gia d6 6n dinh ctia thudc

¢ D6 6n dinh héa hoc

Cac tinh chat héa hoc (thanh phan dinh tinh va dinh lugng) cua (cac)

hoat ché&t c6 méat trong ché phdm nim trong mét giéi han cho phép theo tiéu
chuén chat lugng.

¢ D6 6n dinh vt ly

Céc dic diém vat 1y ctia nguyén liéu lam thuéc nhu: mau sic, trang thai
tinh thé, d6 tan, diém chay.... khéng thay d6i. Cac dic diém ctia ché phdm nhu
mau séc, do cting, d6 ra, d6 hoa tan dao dong trong khoang giéi han cho phép
ctia tiéu chuén chat lugng.

¢ D6 6n dinh vi sinh

Do vo tring hodc gidi han nhiém khuén ctia ché pham phai dap tng yéu
cAu cta tiéu chuén. Néu ché phadm c6 chita chit khang khuén thi ham lugng
cua n6 khong vugt qua giéi han cho phép.

¢ D6 6n dinh diéu tri
Téc dung diéu tri ctia ché phdm khong thay dsi
¢ D6 6n dinh déc tinh

DPoc tinh ctia ché phdm khéng dude tang lén trong sudt qua trinh bao
quan va luu hanh trén thi truong.
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6.2.5. Phan vung khi hau

Tubi tho ctia thudc phu thudc vao ving khi hau ma thuée luu hanh. Dé
nghién cttu do 6n dinh ngusi ta chia thé giéi ra 4 viung khi hau:

— Vung 1: Khi hau 6n hoa. D6 1a cac nude bc Au, Anh, Canada, Nga.

~ Vung 2: Khi hau 4 nhiét d6i ¢6 thé c6 d0 4m cao nhu My, Nhat ban, cac
nuéc nam Au (Hy lap, B6 Dao Nha).

— Vung 3: Khi hdu néng khé nhu Iran, Irac, Sudan.

— Vung 4: Khi hau néng 4m. P6 1a mot s6 nuéc nam My (Brazil,
Nicaragua,....), Pong nam a (Viét Nam, Philippin, Indonesia,...).

Bang 6.2. tém tit gia tri trung binh bon thong s6 ctia 4 viing khi hau.

Bang 6.3. cho ta diéu kién bao quan ché& phdm trong nghién cttu d6 6n
dinh dai han. Piéu luu ¥ 1a théng s nhiét d6 dugc chon téi thiéu 1a 21°C mic
du ving d6 c6 nhiét do thap hon tri sé nay.

Bang 6.2. Nhiét d6 va dé 4m cuda 4 vung khi hau

Viing Tri s do dugc ngoai tréi Tri s6 do dugc & trong kho
Nhiét d6 (°C) D dm (%) Nhiét dé (°C) D6 &m (%)

1 10,9 75 18,7 45

2 17,0 70 21,1 52

3 24,4 39 26.0 ”

4 26,5 77 28,4 70

Bang 6.3. Thong sé khi hau tinh toan va diéu kién bao quan cho th{ dai han

Viing Théng sé khi hau 7tinh toan Diéu kién bao quvén
Nhiétdé | NBT Do am ** m bar * Nhiét dé Db 4m **
1 20,0 20,0 42 9,9 21 45
2 21,5 22,0 52 13,5 25 60
3 26,4 27,9 35 11,9 30 35
4 26,7 27,4 76 26,6 30 70

* Ap suét hoi nuée riéng phan trong khi quyén
** P 4m tuong d6i tinh bang %
WHO khuyén cdo cac nha san xuat:
— Né&u ché pham dugc luu hanh ¢ ving 1 nén nghién ctu d6 én dinh trong
diéu kién bao quan é vung 2.
— Néu ché phadm dude luu hanh & ving 3 hodc vung 4 nén nghién ciu d6
6n dinh trong diéu kién bao quan ¢ vung 4.
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Can luu ¥ 14 v6i mot s ché pham viéc nghién ctu do 6n dinh phai dudc
£ién hanh & nhiét d6 dudi 0°C, hogc & diéu kién lanh (+2°C dén 8°C). Véi mot s6
khac d61 khi phai xem xét tac dong cua anh sang.

6.3. bong hoa hoc dung dich

Duéi tac dong ctia diéu kién bén ngoai, nguyén liéu va ch& phdm dan dén
bi phan huy, ham lugng hoat chat giam dan theo thoi gian. Qua trinh phan
huy dong hoc nay rat phiic tap, bdi vi:

— Nhiéu yéu té tac dong dong thai,

— Nhiéu loai tuong tac c6 thé dién ra: tuong tac vat ly, phan tng héa hoc,
cac qua trinh sinh hoc,

— Ché& pham tén tai 6 nhiéu dang khac nhau: dung dich nuéc, dung dich
d4u, nhi dich, hon dich, bot ran,....

— Ché pham thudng c6 nhiéu thanh phan: mot hoac nhiéu hoat chat, cac
loai ta dugc.

Chinh vi vay d¢ 6n dinh cta thudc khong déng nghia véi dong héa hoc.
Trong qué trinh bao quan c6 thé c6 mot s§ phan tng héa hoc phan huy dude
chat dugc mé ta bang phuong phap déng héa hoc. Vi vay trudc khi nghién
cttu d6 6n dinh ctia thudc ching ta 6n tap vai van dé co ban ctia dong héa hoc
dung dich.

6.3.1. Bac cua phan ting
T6c d6 cia mot phan ting duge xac dinh bang ba théng s6:
— Nbong d6 ctia cac chat phan tng,
— Nhiét d6 xay ra phan tng,
— Su c6 méit cua chat xuc tac,
Cho mot phan ting:
A+B —» P 6.1)
Téc d6 v cia phan ting dude xic dinh theo dinh luat Van’t Hoff:

v=SE =[BT (62)

C 14 ndng dd ctia chat nghién ciiu, cac méc vudng 1a chi nong do caa A va B,
k 1a hang s6 toc d6 (ddc lap véi néng do C),
n va m la bac riéng cua A va B tuong tng,

n + m = p la bac tong cong ctia phan tng.
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Trong nghién ctiu d6 6n dinh ngudi ta quan tAm dén bac téng cong p. N6
¢6 thé 1a bac khéng, bac nhat hoic bac hai.

6.3.1.1. Phan ing bac khéng

v=9C- K, (6.3)

Phuong trinh téc d6 cho phan ting bac khong
Tich phan phuong trinh ta dugce
C=C,- kgt (6.4)
hodc C, (1 —a) =k, t, (6.5)
& day a 1a phan s6 mol con lai & thoi diém t,.
O thoi diém t,,, , ttcla C, = 0,5C, ta cb
Cy

tty, =—2
1/2 2k0

(6.6)

Thoi gian ban huy t,, phu thudc vao néng do ban dau C,. Thi nguyén
ctia hing s6 k 14 mol/ don vi t.

Trong thuc té& c6 rat it phan ting dong héa hoc bac khéng.

6.3.1.2. Phan ung bédc nhat

C:ZiCT: -k,C (6.7)
Toc d6 phan ting phu thudc vao néng do
IS = k.t (6.8)
0
Dang tich phan
In a = —k;t, (6.9)

Phén s mol a con lai 6 thdi diém t,

Trong nghién cttu dong hoc phan huy thudc bac nhat ngudi ta luu tam
thém thoi diém t,,. D6 14 thoi diém ma ty s6 [C/ Cy] = 0,9

kt,, = - 0,693 (6.10)
ktO,g = 'O, 105 (6.11)
Thi nguyén cua hang s k la t !
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Khi nghién ctiu d6 6n dinh cin kiém tra néng d6 hoat chat hodc tap chat
phan huy. Néu trong hé chi c6 mot tap chat phan huy, viéc xac dinh ty s6 C/
Co kha don gian. Ngudi ta c6 thé x4c dinh ndng d6 hoat chét hodc tap chét 6
thoi diém t dé tinh hdng s6 tdc d6. VAn dé trd nén phtc tap hon khi hé tao ra
hai hay nhiéu san phdm phan huy. Hai trusng hop sau c6 thé gip trong thuc
t& nghién ctu d6 6n dinh .

¢ Phadn ing bac nhdt ké'tiép
C6 trudng hop phan dng phan huy ban dau khong 6n dinh. Ta c6 so db
phan tng sau:
A—B—> C (6.12)
k, ky
Né&u ca ba chdt trong hé duge xac dinh thi 6 moi thoi diém téng s6 mol
ctia ba ch4t bang s6 mol ban diu cua A.

Cac phan tng dién ra theo qui luat dong hoc bac nhat, ta c6 cac phuong
trinh téc do:

d[A]

“q = kalAl (6.13)
d([j'?]: K, [B]+ k{[A] (6.14)
d[C] _

o = K2lB] (6.15)

Giai cac phuong trinh vi phan nay ta c6

[A] = A, exp(-k,t) (6.16)

[B] = A, [ky/ (ky — ky)][exp(-k;t) — exp(—k,t)] (6.17)

k k
Cl=Ag|1-—2 —exp(—-kqt) +—2 —exp(—k,t 6.18
[C] o{ G, i Pk + T e 2)} (6.18)

A, 12 ndng d6 mol ban dau cta A. Pé tinh C, trong nhiéu trusng hop
ngudi ta tinh [C] 6 moét thoi diém theo phuong trinh

[C]=A, - [A] - [B] (6.19)

Bang 6.4 minh hoa su quang phan caa cefotaxim bang hai phan ting bac
nh4t ké tiép (Lerner 1988).
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Bang 6.4. Quang phan cla Cefotaxim

Thdi gian (giod) Cefotaxim A (% mol) B (% mol) C (hiéu sd)
0,00 100 0 0
0,25 82 10 8
0,50 70 15 15
0,75 55 18 27
1,00 43 19 38
1,50 28 18 54
2,00 20 15 65
3,00 10 10 80
4,00 5 5 90

Cot C cubi cung tinh theo phuong trinh (6.19).
¢ Phdn tng bdc nhdt song song
Néu A phan huy tao ra hai san phdm déng thoi la B va C

A—> B A——> C (6.20)
k, k,

Phuong trinh téc do c6 dang:
d[A]/ dt = -k, [A] — k,[A] (6.21)
In[A/ A] = —(k, + ko)t (6.22)

O thoi diém b4t ky ty 1é cta hai san phdm tao thanh B va C luén khong déi
[B]/[C] = k/ Kk, (6.23)

Trong thuc t& d6i khi cac phan ting ké tiép va song song dién ra khong dong
thoi. Trong dung dich nuéc muéi Cefotaxim natri phan huy theo so d6 sau:

Cefotaxim —» Lacton ——» san pham cudi

k, kg
—

k,

. 0 e
Cefotaxim san pham cudi
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Két qua nghién ctiu nay (Fabre 1984) 1a mot vi du minh hoa su phtc tap
cua nghién ctiu ddong hoc phan huy thudc.

6.3.1.3. Phan ung bac hai

Cho phanting A+ B —> C (6. 24)
Téc d6 phan tng
v = —d[A]/ dt = - k,[A][B] (6. 25)

Néu néng do ban dau caa A va B 1a a va b, luong C tao thanh 6 thoi diém
tla x thi

—dx/ dt = -k,(a — x)(b — x) (6. 26)
hoac duéi dang tich phan:
b(a —x)
a—-b)krt=In—-= 6.27
(2 b)kzt=ln JE= (6.27)
b

a—X
a—b)k-t=In——+In—=
(a-b)k, VL

R6 rang thi nguyén cua k, 14 (thdi gian x nong do).
Néu khi phan ting dién ra a>>b, lugng A tham gia phan tng coi nhu

khong dang ké so v6i luong ban ddu nén [A] coi nhu khong d8i va phuong
trinh (6.25) c6 dang

v = -k,[A][B] = -k,’[B] (6. 28)
Trong trudng hgp nay, ta goi d6 1a phan ting bac nhat gia.

6.3.2. Anh hudng cua nhiét dé

Hang s6 k trong phuong trinh déng hoc phu thudc vao nhiét do. Khi nhiét
do tang, hang s6 k ting theo. K&t qua thuc nghiém cho thay: khi nhiét d6 tang
lén 10°C hang s6 toc d6 k ting lén xap xi 2 1an.

Dinh luat Arrhenius

Niam 1889 Arrhenius d& nhan thdy két qua thuc nghiém cé thé duge biéu
dién bang hé thic kinh nghiém:

Ink=C,-C/T (6.29)
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C, va C, l1a hai hang s6 va C, luén luon duong. Phuong trinh (6.29) giéng
phuong trinh Van’t Hoff du6i dang tich phan:

In k = C - AHY (RT) (6.30)

AH’1a dai lugng khong phu thudc vao nhiét do.

Dat C, = Ey/ R, ¢6 thé viét phuong trinh Arrherius dusi dang
Ink =C, - E/ [RT) (6.31)

E, 14 nang lugng hoat héa dugc xac dinh bang cach vé @6 thi In k theo 1/T
(T1a’°K="°C + 273,15).

C6 thé viét phuong trinh (6.31) du6i dang ham s6 mal
k = A exp(—E,/ RT) (6. 32)
G6dayIn A=C,
6.4. XAC PINH DO 6N BINH CUA THUBC
Khi danh gi4 d6 6n dinh ciAn xem xét dén céac yéu to:
— Tinh chat va dic diém cta duge chat trong ché pham,
— Vung khi hau cho thuéce luu hanh,

— Tailiéu da cong bd lién quan dén do 6n dinh ctia thudc cAn nghién ctu.

Nhiing yéu t6 nay sé quyét dinh s mau tht, thdi gian va tan s6 thi nghiém.

6.4.1. Ldy mau

¢ V6i dude chédt tuong d6i én dinh, can 14y hai mAu 6 hai 16 san xuédt
khac nhau. Néu dudc chat kém bén hodc c6 it tai liéu da cong bo, can 14y ba
mau 6 ba 16 khac nhau. Cac mau nay can lay dai dién cho qui trinh san xut.

¢ D6i v6i nghién ctu d6 6n dinh mot cach lién tuc & qui mo céng nghiép
viéc 14y mau 6 cac 16 duge tién hanh theo chuong trinh da dinh trude, vi du:

— Véi cong thic 6n dinh, ct hai nam 14y mau trén 1 16.
Trong truong hop ngude lai, mot ndm 14y mau trén 1 16.

— D6l véi cong thic da nghién ctu xong do on dinh, thudng ct 3 dén 5
nam sé kiém tra lai d6 6n dinh mét lan.
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6.4.2. Phuong phap thir cap téc

¢ Diéu kién thi

Bang 6.5. tom tat diéu kién thi cho vung II va viung IV

Bang 6.5. Diéu kién th{ cap téc

Ving Nhiét do (°C) D6 am (%) Thdi gian thir (thang)
I 40 + 2 75+5 3
\Y; 40 +2 75+5 6

Véi cac ch€ pham c6 hoat chdt kém bén, hodc c6 it tai liéu nghién cdu
dugc cong b6, thoi gian thi kéo dai hon 3 thang so véi qui dinh.

Ngudi nghién ctu c6 thé lya chon nhiét d6 cao hon trong thsi gian ngén
hon, vi du 45 dén 50°C trong 3 thang véi @6 4m 75%.

Néu trong qua trinh nghién ctu, ché phadm cé nhiing thay déi quan trong
thi can thuc hién cac phép thi nghiém bd sung ¢ diéu kién 6n hoa hon, vi du & 30
+ 2°C, d6 4m (60 + 5)%. Nhiing ddu hiéu chting t6 ¢6 su thay déi quan trong la:
— Giam ham lugng hoat chat tit 5% tré 1én so véi tri s6 ban dau.
— C6 san pham phan huy véi luong cao hon tri s6 cho phép.

— pH nam ngoai giéi han qui dinh.

— Téc d6 hoa tan ctia 12 vién nén hodc vién nang thip hon gii tri ctaa
A /\f)
tiéu chuan.

— Thay d6i dic tinh vat 1y cta thuéc nhu: bién mau, tach pha, kho ra,...
Viéc thi cdp téc thudng dude tién hanh trong budng vi khi hau cé thé
kiém soat duge nhiét do (+ 2°C) va d6 Am (+ 5%). Mot s6 ché phdm khong thich
hop véi thi nghiém cép toc nhu: ché phdm sinh hoc, thuée dan, thudc tring,...
¢ Vidu:
Nghién cttu mét ch& phdm c6 ham lugng theo cong thic 14 100 mg. Thi

cap toc thoi gian 9 thang & ba nhiét do 35°C, 45°C va 55°C. Két qua cé 6 bang
6.6. Tinh hing s6 téc dd va tudi tho ctia thudc khi bao quan & 30°C.
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Bang 6.6. Su thay d&i ham lugng (mg) clia ché phdm

Ham lugng Ham lugng

Thai gian 0 35°C | (45°C | Thdigian 0 55°C

(thang) (thang)
105 105 105
103 102 102
102 100 99
101 97 97
99 94 94

91
Giai:

¢ Vé d6 thi InC, — t(thang). Tinh hoi qui bac nhat, ta c6 hang sd toc do:

-0 35°C:
-0 45°C:

-3 55°C:

k,; = 0,00623 thang * (r = 0,993)
k,; = 0,0123 thang ! (r = 0,997)

ks; = 0,0280 thang " (r = 0,997)

¢ Dé tinh tubi tho & nhiét d6 30°C can tinh kq,

— V& db thi Ink — 1/T (°K) theo phuong trinh (6. 31)

Nhiét dé (°C) k In k (1/T). 1000
35 0,0062 - 5,083 3,246
45 0,0123 — 4,398 3,145
55 0,0280 - 3,576 3,049

— Tinh héi qui bac nhat

Ink=C,-E/RT=19,7-7642/T

— Tinh hing s6 k,, theo phuong trinh (6.32)
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In ky, = 19,7 — 7642 / (30 + 273,15) = — 5,52
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Tuéi tho ctiia thude 1a khoang thdi gian dé hoat chét con lai 90% so vé6i tri
s6 ban dau (phuong trinh 6.11), nén:

too = 0,105/ k3, = 25,5 thang
Pay 12 mot vi du thi d6 6n dinh c&p tdc dé du béo tudi tho cua thude. Tri
s6 nay can dugc khang dinh bang phuong phap thi dai han.
6.4.3. Phuong phap thi dai han

Theo huéng dan caa WHO thi diéu kién thuc nghiém trong phuong phap
thii dai han phai gan véi diéu kién bdo quan thuc té ctia thudc, tic 1a viung khi
hau ma thudc du kién dugde luu hanh (bang 6.3). Tuy nhién mot s6 tac gia dé
xudt diéu kién thi dai han 1a nhiét d6 25 + 2°C, @6 4m tuong doi 60 + 5%.

Nghién ctu dé 6n dinh dai han can dude tién hanh trong sudt thoi han
bdo quan thudc.

¢ Thoi gian kiém tra ham lugng trong mau:
Nim dau & 3 thoi diém 0, 6 va 12 thang,
Ti ndm thd 2: mot 1an cho mot nidm.

— Véi cong thic rat 6n dinh chi cAn kiém tra hai 14n: 14n d4u sau 1
nam; 1an thi 2 6 cuéi han dung.

— Véi ché phdm kém 6n dinh, s6 14n kiém tra nhiéu hon:
Nam tht nhat: 3 thang/ lan
Nam thi 2: 6 thang/ 1an
T nam thia 3: 12 thang/ 1an

¢ D6i v6i ché pham c6 yéu cAu bao quan dic biét nhu: ché phadm vaccin,
hormon, thudc c¢6 hoat chdt rat khong 6n dinh,... ngudi nghién cu can chon
diéu kién thich hop.

¢ Két qua thuc nghiém duge chap nhan néu:

— Khéng c6 su thay d6i cac tinh chat vat 1y, héa hoc, sinh hoc.
— Ché pham van dap tng ding yéu cau caa tiéu chuén.

Phuong phap thi dai han m4t nhiéu thoi gian, nhung cho két qua tin
cay. Phép thi nay gitp ngudi nghién cttu khing dinh tudi tho da du bao theo
phép thii c4p toc.

6.4.4. Phuong phap phan tich danh gia két qua
¢ Lva chon phuong phdap phan tich

Viéc lua chon phuong phap dinh lugng hoat chat va (hoic) tap chit phan
huy phu thudc vao:
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— Tinh ch4t 1y hoa cua hoat chit, tap chat,
— Ham lugng caa ching trong ché pham,
— Yéu ciu cua thi nghiém.

Cac phuong phap phan tich cAn duge thAm dinh: kiém tra d6 ddung, do
lap lai, @6 tai hién, giéi han dinh lugng. Riéng phudng phap xac dinh tap chat
lién quan, tap ch&t phan huy can duge kiém tra tinh dac hiéu va do nhay.

o Xa Iy 56 liéu

S6 liéu nghién ctu cin duge xu 1y théng ké dé thu duge thoi han bao
quan tam thoi. Thoi han nay dude ngoai suy trén co s thit 6n dinh cdp téc.
Mot thoi han bao quan tam thoi 24 thang duge chdp nhan khi:

— Hoat ch4t dudc coi 1a 6n dinh,

— Tht nghiém cép téc khong c6 thay d6i ro rét,

— 86 liéu hién c6 chiing minh ring nhiing coéng thiic tuong tu c6 thdi han
bao quan 24 thang hoic hon.

— Nha san xuét sé tién hanh thi d6 6n dinh dai han trong qua trinh bao
quan da dé xuat.

Sau khi danh gia d6 6n dinh, nha san xudt can ghi rd diéu kién bao quan
trén nhan thudc:

— Bao quan 6 diéu kién thuong,

— Bdo quan trong khoang + 2°C dén 8°C (tt lanh),
— Bao quan duéi 8°C (tu lanh),

— Bdo quan trong khoang —5°C dén — 20°C (tu da),
— Bao quan duéi —18°C (tu da).

Diéu kién thudng theo WHO la: nhiét do 15 dén 25°C, c6 thé dén 30°C,
kho rao, khéng c6 anh sang truc tiép chidu vao. Diéu kién thuong cé thé duge
qui dinh theo tting quéc gia.

Diéu luu y 12 nhiing 16i cht giai nhu: “bao quan noi kho rao”, “bdo quan
tranh anh sang” khéng duge sti dung nham muc dich che ddu su 6n dinh kém
cta thudc.

6.5. Cdc duoc chat kém bén viing

Nam 1986 WHO thuc hién dé tai :’Nghién ctu d6 6n dinh cip téc caa cac

dudgc chat thuong dung trong diéu kién nhiét d6i”. Diéu kién thi cap toc:
— Bao quan 30 ngay 6 50°C, do 4m 100%.

— Néu khoéng c6 dau hiéu phan huy: ting nhiét d6 1én 70°C trong thoi
gian tiép theo 3 dén 7 ngay.
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ching dudc coi 1a cac chat kém bén viing (bang 6.7)

Bang 6.7. Cac dudc chat kém bén viing

Két qua cho thdy khoang 100 dudc chét can dude luu ¥ vé d6 6n dinh:

TT Tén dugc chat T Tén dugc chat
1 Acid acetyl salicylic 50 | Hexyl resorcinol

2 Acid ascorbic 51 Hydralazin, HCI

3 Acid undecylenic 52 | Hydrocortizon (Na succinat)
4 Aminophyllin 53 | Hyoscyamin sulfat

5 Amitryptilin, HCI 54 Lidocain, HCI

6 Amoni clorid 55 | Melarsoprol

7 Amphotericin 56 | Metrifonat

8 Ampicillin (mudi natri) 57 | Naloxon, HCI

9 Ampicillin trihydrat 58 | Natri calci edetat

10 Antimon tartrat 59 | Natri lactat

11 Bac nitrat 60 | Natri nitrit

12 Bacitracin 61 Natri p. aminosalicylat

13 Bacitracin (mudi kém) 62 | Natri stibogluconat

14 Benzathin benzylpenicillin 63 | Neomycin sulfat

15 Benzylpenicillin (mudi Na, K) 64 | Nystatin

16 Bephenium hydronaphtoat 65 | Orciprenalin sulfat

17 Calci gluconat 66 | Oxytetracyclin, HCI

18 Calci p.aminosalicylat 67 | Paromomycin sulfat

19 Carbenicillin (mudi Na) 68 | Penicillamin

20 Cephalexin 69 | Pethidin, HCI

21 Cloral hydrat 70 | Phenobarbital (mudi Na)
22 Cloramphenicol (Na succinat) 71 Phenoxymethyl penicillin (mudi Na ho#c K)
23 Clorphenamin hydrogeno- maleat 72 | Phentolamin mesilat

24 Clorpromazin, HCI 73 | Phenyl butazon

25 Clortetracyclin, HCI 74 Pilocarpin, HCI

26 Cloxacillin (mu6i Na) 75 | Pilocarpin nitrat

27 Codein phosphat 76 | Procain amid, HCI

28 Colecalciferol 77 | Procain benzyl penicillin
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TT Tén dugc chat TT Tén dugc chat
29 Dapson 78 | Procain, HCI
30 Dexametason (dang Na phosphat) 79 | Procarbazin, HCI
31 Dicloxacillin (mu6i Na) 80 | Promazin, HCI
32 Dietyl carbamazin (dihydrogeno | 81 Prometazin, HCI
citrat)
33 Doxycylin hydrat 82 | Pyridoxin , HCI
34 Ephedrin 83 | Quinin, bisulfat
35 Ephedrin sulfat 84 | Quinin, 2HCI
36 Epinephrin 85 | Retinol (vitamin A)
37 Epinephrin hydro-geno tartrat 86 | Salbutamol sulfat
38 Ergocalciferol 87 | Sulfacetamid (mudi Na)
39 Ergometrin hydrogenotartrat 88 | Sulfadiazin (mudi Na)
40 Ergotamin maleat 89 | Sulfadimidin (mudi Na)
41 Ergotamin tartrat 90 | Tetracain , HCI
42 Etho suximid 9 Tetracyclin, HCI
43 Ethyl morphin, HCI 92 | Thiamin, HCI
44 Fe(ll) sulffat 93 | Thiamin mononitrat
45 Fluphenazin decanoat 94 | Thiopental (mudi Na)
46 Fluphenazin, HCI 95 | Thuy ngan oxyd vang
47 Formaldehyd dung dich 96 | Tolbutamid
48 Gentamycin sulfat 97 | Warfarin (mudi Na)
49 Guanethidin sulfat
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6.1.

6.2

6.4.
6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

CAU HOI TU LUONG GIA

. A o A A 3 s 3A R . ”
Tai sao can dat van dé danh gia do 6n dinh cua thudc.

. Giai thich cac yéu t6 tac déng dén d6 6n dinh cta thudc.
6.3.

Phan tich phép thit @6 6n dinh dai han va do 6n dinh cap toc. Tai sao
can tién hanh ca hai phép thu d6?

Nhiing ché phdm nao khéng thich hop véi phép thii cap toc? Tai sao?
Tai sao phai phan thanh 4 viing khi hau khi nghién ctu tuéi tho cta
thudc. Theo anh (chi) viing khi hau nao anh hudng nhiéu nhét dén d6 én
dinh cta thudc?

Giai thich vai tro cia ddng héa hoc trong danh gia tudi tho ctia thudc.
Trinh bay nguyén téc st dung phuong trinh Arrhenius dé tinh tudi
tho ctia thudc trong phuong phap thi cap toc.

Nhiing phan t@ng nao thudng xay ra lam giam do én dinh cta thuéc?
Cho vi du.

Khi x4c dinh tudi tho cia thudc dua vao s6 liéu ham lugng hoat chét, can
tham dinh: d6 ddng, d6 chinh xac va giéi han dinh lugng. Giai thich?

6.10. Giai thich 1y do tai sao khi xac dinh tap chat lién quan, tap chat

phan huy cin kiém tra tinh dic hiéu va d6 nhay ctia phuong phap
thuc nghiém?

6.11. Panh gia vai tro cta cac k¥ thuat phan tich trong nghién ctu d6 én

dinh cua thudc.

6.12. Ngudi ta danh gia d6 6n dinh ctia mét ché phdm vién nén ham

lugng 200 mg bang phudng phap lao héa cap toc trong thdi han 6
thang 6 hai nhiét do 40°C va 60°C. S6 liéu thuc nghiém dugc trinh
bay ¢ bang sau:
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Ham lugng (%)

3 40°C 3 60°C
Thdi gian (thang)

0 102,1 102,1
1 101,5 101,6
2 101,1 101,1
3 100,6 99,5
4 100,1 98,9
5 99,5 98,3
6 98,8 97,6

Hay tinh tuéi tho ctia vién nén 200 mg.
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