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LOI CAM DOAN

Tb6i xin cam doan day 1a cong trinh nghién ctru cua riéng t6i dudi su huéng dan
cia PGS.TS Thai Nguyén Hung Thu va TS. Poan Cao Son. Cac sb liéu, két qua néu
trong ludn 4n 13 trung thyc va chua timg dugc ai cong bd trong bat ky cong trinh nao

khac.

Tac gia luan an

Lé Thi Hwong Hoa



LOI CAM ON

Sau thoi gian hoc tap va tién hanh noi dung cua ludn an dudi su hudéng dan cua
PGS.TS.Thai Nguyén Hung Thu va TS. Poan Cao Son,

Téi xin bay t6 long biét on sdu sic tdi:

PGS.TS. Thai Nguyén Hung Thu, Phé hiéu trudong truong dai hoc Dugc Ha Noi,
truong bd mon Hoéa Phén tich-Doc chat va TS. Poan Cao Son, Vién trudng vién Kiém
nghiém thudc Trung wong, 13 hai ngudi Thay di tan tinh huéng dan, giup d& va cho toi
nhimg kién thirc quy bau dé toi hoan thanh luan an.

Ban Giam déc vién Kiém nghiém thudc Trung wong di tao diéu kién thun loi cho toi
hoan thanh luan an dung thoi gian quy dinh.

PGS.TS. Tran Tir An, nguyén trudng bo mon Hoa Phén tich-DPoc chat truong dai hoc
Duoc Ha Noi, PGS.TS. Trinh Vin Quy, nguyén Vién truong Vién Kiém nghiém thude
Trung wong, nhitng nguodi Thay da dong gop ¥ kién, chi dan va dong vién t6i thyc hién
luan an.

Cic anh chi em khoa My phim — Vién Kiém nghiém thudc Trung wong, da dong vién,
giup do va chia sé nhirng kho khan voi toi trong cong viéc.

Cac th?ly, ¢06 va cac anh chi b6 mén Hoéa Phan tich-Bdc cht, phong Sau dai hoc,

Truong dai hoc Duoc Ha N§i da giap do toi trong qua trinh hoc tap tai trrong.

Va cuoi cung, téi xin chan thanh cam on gia dinh, ban b¢ da quan tam dong vién toi
trong qud trinh hoc tap va thyc hién luan an.

Tac gid luan an

Lé Thi Hwong Hoa
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Tuwviét | Tiéng Anh hogc tén khoa hec Tiéng viét
tat
AAS Atomic Absorption Spectrophotometry | Quang pho hap thu nguyén tir
ACC Asean Cosmetic Committee Uy ban My pham Asean
ACD Asean Cosmetic Directive Dinh hudng my pham Asean
ACSB Asean Cosmetic Science Body Hoi dong khoa hoc my pham Asean
ACTLC | Asean Cosmetic Testing Laboratory | Uy ban kiém nghiém m§ pham
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Chemists tich chinh thuc
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Nations
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cua My
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EDL Electrodeless Discharge Lamp Dén phong dién khong dién cuc
ETA-AAS | Electro-Thermal Atomization Atomic | Ky thuat nguyén tir hda khéng ngon
Absorption Spectrophotometry Itra
EU European Union Cong dong chau Au
EUCD European Union Cosmetic Directive Dinh huéng my pham cua cong dong
cac nudc chau Au
F-AAS Flame Atomic Absorption KV thuat nguyén tir hda ngon ltra
Spectrophotometry
FDA Food and Drug Administration Cuc Quan ly Thuc Pham va Duoc
pham Hoa ky
GLP Good Laboratory Practices Thuc hanh tot phong thi nghiém
HPLC High Performance Liquid Sac ky long hiéu ning cao
Chromatography
IARC International Agency for Research on | Co quan nghién ciru ung thu quoc té




Tirviét | Tiéng Anh hoic tén khoa hec Tiéng viét

tit
Cancer

ICH International Conference on Hoi nghi vé hoa hop quoc té
Harmonisation

ICP-AES | Inductively Coupled Plasma - Atomic | Quang pho phat xa nguyén tir Plasma
Emission Spectroscopy

IFRA International Fragrance Association Hiép hoi huong lidu quoc té

ISO International Organization for T6 chtc tiéu chuan quoc té
Standardization

KH & CN Khoa hoc va céng nghé

MoH Ministry of Health Bo Y té

MRA Mutual Recognition Agreement Hiép dinh thira nhan lan nhau

MY Metanil yellow

PAL Pharmaceutical Affairs Law Luat cong tac Duogc

PIF Product Information File Ho so thong tin san pham

PO Pigment orange 5

PR Pigment red 53

ppb parts per billion Phan ty

ppm parts per million Phan triéu

RB Rhodamin B

SCCP EU Scientific Committee on Consumer | Hoi dong khoa hoc cac san pham tiéu
Products dung chau Au

SFDA the State Food and Drug Cuc quan ly Duoc va thuc pham
Administration

SKD Sac ky do

SPF Sun protect factor Hé s6 chong nang

TBA Tetrabutylamonium hydroxyd

TGA Thermogravimetric analysis Phéan tich nhiét trong luc

THF Tetrahydrofuran

TLC Thin layer chromatography Sac ky 16p mong

UsS Unites States Hop chiing quoc Hoa ky
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DAT VAN DE

Tir xa xua con ngudi da ¢6 nhu cau lam dep, da biét 1am dep. Ngay nay, khi x&
hoi phéat trién, kinh té phat trién, nhu cau lam dep ngay cang ting cao. O Viét Nam,
trong nhirng nim gan day, khi nén kinh té duoc mé cta, di dén dau ciing co thé thiy
nhitng san pham “lam dep” cho con nguoi. P chinh 1 m§ pham.

Chat lugng my pham 1a mot van dé can phai duoc quan tdm boi vi my pham
duoc sir dung tiép xuc truc tiép véi nhitng bd phan bén ngodi cua co thé, khéng cé qui
dinh vé thoi gian va lidu luong sir dung, c6 thé anh hudng dén stc khoe va vé dep cua
co thé. Trong phan loai san pham, hang hoa theo tinh an toan, my pham thudéc nhém 2
- can ¢6 su quan |y cua nha nudc vé tinh an toan cua san pham.

Hién nay, trong nén kinh té thi truong, viéc san xuat, kinh doanh, xuat nhap
khau m¥ pham dang phat trién nhanh, manh & nhiéu vang, mién. My pham 13 loai san
pham, hang hoéa ¢ loi nhuan cao nén vi loi nhuan ma viéc san xuat, kinh doanh, buén
ban my pham kém chat lugng, khéng an toan 1a kho tranh khoi.

Dic biét hién nay, nén kinh té Viét Nam di va dang nam trong tién trinh hoi
nhap va toan cau hoéa. Nam 2003, Chinh phu Viét Nam da ky két “Hiép dinh hé théng
hoa hgp ASEAN trong quan ly my pham”. Ngay 07/11/2006, Viét Nam da chinh thtc
trg thanh thanh vién tha 150 cua to chirc thuong mai thé gigi. Ching ta di budc vao
“san choi chung” va phai tudn thu “luat choi chung”. D6 1a nhitng qui dinh, rang
bugc... can tuan tha dé c6 mot sy hoa hop, céng nhan 13n nhau va phat trién. Quan ly
chat Iwong hang hoa néi chung va chat lugng my pham nai riéng sao cho phi hop 1a
mét nhu cau tat yéu va cap bach.

Pénh gia, giam sat chat luong my pham la mét trong nhitng nhiém vy quan
trong cua hé thdng kiém nghiém. Nhiém vu chinh cua cong tac kiém tra chat luong my
pham 1a giam sét cac chi tiéu anh huong toi sy an toan caa my pham, trong d6 quan
trong nhat 1a viéc kiém soét su c6 mit cua cac chat bi cAm, hoac bi gidi han vé nong
d6, ham luong dugc phép sir dung, c6 mit trong cac san pham my pham luu hanh trén
thi truong Viét Nam. Hiép dinh hé théng hoa hop ASEAN trong quan Iy my pham ma
Viét Nam di tham gia ky két tir nam 2003 [1], trong ban b sung méi nhat vao nim
2013 c6 quy dinh danh sach 1373 chat va nhdm chét khong dugc phép c6 mat trong
cac san pham my pham (Phu luc 11, phan 1) ciing nhu 285 chat va nhom chat khong
duoc phep sir dung trir nhitng truong hop ngoai 1€ nhung phai tuan theo cac gigi han
va diéu kién quy dinh kém theo (Phu luc 11, phan 1) [57]. Khéng gidng nhu linh vuc
quan 1y dugc pham da co hé théng Duoc dién dugc xay dung chat ché tir nhiéu nam,
hién nay & Viét Nam van chua co hé théng phuong phap chuan dé kiém tra cac chat
cam, chit can kiém soat gidi han ham lwong trong my pham theo yéu cau caa Hiép
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dinh hé thdng hoa hop ASEAN. Ban than ASEAN cho dén nay ciing chi méi ban hanh
dugc 8 phuong phap hoa hop chung. Trong s6 d6 ¢6 6 phuong phéap héa 1y dé xac dinh
hay dinh tinh va dinh lwong mot sé kim loai nang [50], tretinoin [51], 2-phenoxy
ethanol va mot sé alkyl 4-hydroxybenzoat [53], hydroquinon [54], mét sé chat mau
cam [52] va mot sb glucocorticoid trong my pham [55].

Ban than nhitng phuong phap nay méi chi dap ang mot phan rat nho yéu cau vé
mat ky thuat dé kiém tra, giam sat cac doi twong chat cAm trong my pham, hon nira
ban than nhimg phuong phap nay, néu mudn trién khai trén thuc té tai Viét Nam, ciing
can dugc danh gia thuc nghiém vé su phu hop khi 4p dung trén cac mau my pham
dang c6 mit tai Viét Nam ciing nhu didu kién thuc té trang thiét bi cua nudc ta (tham
dinh chuyén giao phuong phap) [44].

Nhitng yéu cau, ton tai thuc té trén day trong cong tac kiém nghiém my pham
da cho thay tinh cap thiét trong viéc trién khai nghién ciu xay dung cac phuong phap
chuan dé kiém tra chat cam, chat can kiém soat gi¢i han ham luong trong my pham.
Nhitng nghién ciru nay bao gom ca viéc trién khai ap dung thuc tién cac phuong phép
hoa hop san c6 cua ASEAN, ciing nhu xay dung cic phuong phap méi cho cac dbi
tugng chua c6 san phuong phap hoa hop. Dé tai “Nghién citu xdy dung quy trinh
phdt hién va xdc dinh ham lwong mét so chit bi cdm sie dung trong my phim” dugc
thuc hién véi cac muc tiéu sau:

1) Thdam dinh chuyén giao cic phwong phap phan tich hoa hop cia ASEAN
trong quan 1y my pham

2) Nghién cizu xay ding quy trinh phan tich xde dinh mét sé chat bj cam trong
mj pham.

3) Kiém tra, phéat hién cac chdt bj cam va chdt c6 gidi han ham leong sir dung
dd dwoc nghién cizu trong mét sé dang mau my pham trén thj trueong.

Dé dat duogc muc tiéu néu trén, can tién hanh thuc hién cac noi dung nghién ciu
nhu sau:

1- Trién khai, tham dinh chuyén giao cac phuong phap hoa hop cia ASEAN

2- Thiét lap va danh gia cac quy trinh phén tich méi cho cac dbi tuong chua cé

phuong phap hoa hop

3- Ap dung céc quy trinh méi xay dung, cac quy trinh tham dinh chuyén giao

kiém tra mot s6 chat bj cam va c6 gidi han st dung trong cac mau my pham
trén thi truong



Chuong I

TONG QUAN
1.1. QUAN LY VA KIEM TRA CHAT LUONG MY PHAM
1.1.1. M@t s6 nét co ban vé quan ly va kiém tra chit lwgng my pham trén thé gioi

M§ pham dai dién cho nganh cong nghiép toan cau c6 gia tri doanh thu rat 16n
& cong ddng chau Au (European Union (EU)), hop chang quéc Hoa ky (Unites States
(US)) va Nhat ban ciing nhu nhiéu nuéc khac trén thé gigi.

Dé dam bao an toan va hiéu qua, cac san pham m§ pham can duoc kiém soat va
kiém tra chat lugng trén toan cau. Tuy nhién, qui dinh cia cac qudc gia van c6 nhiing
diém khéc biét. Cac tac gia Amparo Salvador va Alberto Chisvert da co cong trinh
nghién cau va tong hop cac quy dinh ciing nhu cac phuwong phap phan tich my pham
trong cudn sach “Phan tich cac san pham my pham” dugc xuat ban lan dau tién vao
nam 2007. Cuén sach nay di cho ta mot cach nhin téng quat vé cong tac quan ly va
kiém tra chat luong my pham trén thé gisi [47]. Dé kiém soét an toan va kiém tra chat
luong ctia my pham, ngudi ta dic biét luu ¥ dén cac thanh phan ¢d mat trong cac san
pham my pham va cac phuong phap phan tich cac san pham my pham. Sau day 1a mot
sb nét chinh cua cong tac nay.

% C4c thanh phan chinh c¢6 mgt trong cac s@n pham my pham:

Céc nuéc chau Au tuan tha theo dinh huéng my pham cua Cong dong cac nude
nay (The European Union Cosmetic Directive) dugc phé duyét tir nam 1976, da co
nhiéu 1an bo sung, cho dén nay c6 nhitng phu luc chinh:

- Danh muc gém 20 nhom san phém (Phu luc I)
- Danh muc céac chit bi cAm: 1132 chit va nhom chat (Phu luc II)
- Danh muc céc chét c6 gi61 han vé ham luong, néng d6 va diéu kién st dung:

396 chat (Phu luc III)

- Danh muc cac chit mau duoc phép sir dung (Phu luc IV)
- Danh muc céc chét bao quan (Phu luc VI)
- Danh muc céc chét loc tia UV (Phu luc VII)

O My (Hop chung quéc Hoa ky, United States)), my pham dwgc quan 1y theo
quy dinh cua Cuc quan ly thuc pham va thuéc goi tit 1a FDA (Food and Drug
Administration, tir nam 1938 goi la Food, Drug & Cosmetic Act): quy dinh dam bao
vé tinh an toan va hiéu qua caa my pham.

FDA khéng yéu cau bat budc tién kiém my pham, tuy nhién néu mot trong céc
thanh phan caa my pham chua dugce danh gia tinh an toan thi trén nhan san pham can
ghi chl: “An toan cua san pham nay chua dugc xac dinh”
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Nhat Ban quan Iy my pham theo lut cong tac Dugc - PAL (Pharmaceutical
Affairs Law) dugc phé duyét lan dau tién vao nim 1943, c6 stra doi vao nhitng nim
1948, 1960 va 1979. Luat nay di duoc xem xét lai va phat trién vao nam 2001. PAL
d3 dua ra nhitng quy dinh cho thudc, nhitng san pham giéng nhu thuc va my pham.

Téng hop lai nhitng quy dinh cia EU, My va Nhat Ban c6 thé dugc so sanh
trong bang sau:

Bang 1.1.Mét sé quy dinh ciia EU, My va Nhdt Ban vé cac ngi dung can quan ly doi

véi my pham.
Noi dung quéan ly (Chglhj Au) (ll\J/é) Nhat Ban
Thong tin san pham Co Khong bt budc (tu nguyén) Co
Kiém tra trén thj truong Co Co Co
An toan san pham (nha san . . .
xuat chiu trach nhiém) co co co
Danh muc chat cam Cé Cé Co
Danh muc chat mau Cé Cé Co
Danh muc chat bao quan Co Khoéng Co
Danh muc chat lgc tia UV Co Co Co
Danh phdp quoc te thanh Co Cé Co
phan my pham
Loait san pham My pham My pham, san pham OTC | My = phdm, san
hay thuoc hay thuoc pham giong thude
hay thuoc

Viéc quan ly my pham ¢ Trung Québc duoc quy dinh boi B Y té, cuc quan ly
Duoc va thuc pham (Ministry of Health, the State Food and Drug Administration
(SFDA)) va mét sé co quan lién quan khac. V& co ban 1a theo “Dinh huéng my pham
chau Au”, nhung ho da chia ra 2 nhém: my pham thong thuong (cac san pham chim
soc da, trang diém, chiam soc toc, san pham lam thom...) va ca&c my pham chiic ning
dic biét (chéng gau, chong rung téc, chéng nang...). Cac san pham can duoc ding ky
treéc khi ra thi truong. Thanh phan my pham ciing ¢6 danh muc c&c chat cam, chit c6
giéi han ham lwong, chit mau dugc phép si dung... gibng EU (trir danh muc chat mau
nhudm téc). Tét ca cac thanh phan caa my pham can nam trong danh muyc c4c chat hoa
hoc hién hanh di duoc liét ké hoic cac chat méi sau khi da duoc danh gia an toan boi
cac co quan chirc ning cua Trung Quéc.

Niam 2003, “Hiép dinh hé théng hoa hop ASEAN trong quan Iy my pham” da
dugc cac nudc trong khdi ASEAN thdng qua, ky két va cam két thuc hién. Vé co ban
dinh hudong my pham ASEAN (Asean Cosmetic Directive hay goi tat 13 ACD) theo
dinh hudéng my pham cua chau Au, ciing ¢6 qui dinh vé danh muc cac chat bi cam
trong my pham (Phu luc 1), danh muc c&c chat dugc sir dung c6 gisi han vé ham
luogng, ndng do6 va diéu kién sir dung (Phu luc H1)... [1].
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% Cdc phwong phdp phan tich cac sdn phdm my pham [47]

- Chau Au: C6 38 phuong phéap chinh thirc lién quan téi 60 nguyén li¢u hay nhom chat
chu yéu 1a cac chat bi cam sir dung hay céc chét bao quan.

- M¥, Nhat Ban: Khong c6 phuong phéap phan tich chinh thic cho m§ pham.

- Han Quéc: Mot s6 phuong phap chinh thic cho kiém tra kim loai nang, methanol va
pH.

- Trung Qudc: 23 phuong phép chinh thirc dé danh gia chat lugng my pham truéc khi
cap phép luu hanh trén thi truong.

- Cac nuéc ASEAN: di ban hanh chinh thirc 8 phwong phap (bao gébm 6 phwong phap
hoéa 1y va 2 phuong phép vi sinh) nhu da néu ¢ phan dat van dé 1a mot con sé quéa nho
s0 v6i danh muyc cac chat can kiém soat va kiém tra ¢é d¢am bao tinh an toan cia san
pham.

- M6t s6 nguyén liéu my pham dugc dung trong dwgc pham cé chuyén luan va phuong
phap kiém nghiém trong cac duoc dién (USP, BP, DDVN ...). Vi du: Vitamin E, octyl
methoxycinnamat (octinoxate), tital dioxyd, bot talc...

- Cac phuong phép chinh thirc khong dap uing duoc toan bo yéu cau kiém nghiém céc
san pham my pham. Vi vdy cac nha san xuat, nha phan tich kiém nghiém can céc
phuong phap méi dé dap Gng yéu cau danh gia chat luong cua nhitng san pham méi.
Cac hiép hoi qubc té da dua ra mot s6 phuong phap kiém nghiém. Vi dyu: Cac phuong
phap chinh thuac cua Hiép hoi quéc té nhitng nha hoa hoc phan tich (Association of
Analytical Chemists International (AOAC International)) ding cho kiém nghiém my
pham gdm 6 nhom: Cac phuong phap chung; ché pham khir mui va ngan mo héi; ché
pham lam rung 16ng; phan mat; ché pham ding cho toc; ché pham gay bat nang.

Céac phuong phap ciia Hiép hoi my pham chau Au (Cosmetic Europe — The
Person care Association, true day 1a COLIPA) ciing gdm 6 nhom: Céc chat bj cim sir
dung (Phu luc 2); cac chat dugc phép str dung nhung cé gii han vé ham luong va theo
muc dich st dung (Phu luc 3); phuong phap phéan tich mot sé chat khong liét ké trong
phu luc qui dinh quan ly my pham chau Au; chat mau dugc phép st dung trong my
pham (Phu luc 4), chat bao quan dugc phép sir dung trong my pham (Phu luc 6); chat
loc tia UV ¢6 thé dung trong my pham (Phu luc 7)

Ngoai ra, nha san xuat con cé cac phuong phap kiém tra cac chi tiéu can thiét
cta san pham riéng ciia minh. Phuong phap cta nha san xuat 1a bi mat riéng, do nha
san xuat quan Iy trong hd so thong tin san pham (PIF) va can dugc trinh 1én co quan
quan Iy khi c6 yéu cau.

1.1.2. Qua trinh hinh thanh va hoan thién cong tac quan ly chat lrong my phim
tai Viét Nam

Theo dinh nghia méi nhat trong Nghi dinh ciia Cong dong Chau Au va ciing 13
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trong “Hiép dinh hé thdéng hoa hop ASEAN trong quan ly m§ pham”: “San pham m§
pham 1 mot chat hay ché pham dugc sir dung dé tiép xdc véi nhitng bo phan bén
ngoai co thé (da, hé théng 16ng, toc, méng tay, mong chan, moi va phia ngoai co quan
sinh duc) hoic véi ring va niém mac miéng, véi muc dich duy nhit hodc chinh 1a dé
lam sach, 1am thom, thay ddi dién mao, hinh thicc va/hodc 1am diéu chinh mui co thé
va/hoic bao vé ching hoac giit chung trong diéu kién tét” [1].

Pau nhitng ndm 90 cua thé ky XX, Viét Nam chi méi san xuat mot sé mit hang
my pham don gian nhu xa phong tim, thuéc danh ring... Viéc quan 1y chét luong da
duge quan tim nhung chil yéu ¢ mutc xay dung va ban hanh tiéu chi vé chat luong
(tiéu chuan, qui chuan vé k¥ thuit) cta cac san phdm ndy ma chua cht ¥ nhiéu dén céc
chi tiéu vé an toan. Viéc xay dung cac tiéu chuan, qui chuan cap quéc gia do cac co
quan bién soan tly theo loai san pham duoc quan 1y va phan cong. Trong “Tuyén tap
tiéu chuan vé hda my pham” do Trung tam Thong tin cua Tong cuc Tiéu chuan do
ludng chat luong bién soan nam 2003 cho dén nay c6 33 tiéu chuan cua Viét Nam cho
cac mat hang: bot giat, xa phong tam, xa phong giat, kem danh rang, nuéc goi dau,
phan rém, thudc udn toc...[37].

Phap lénh chat luong hang hoa nam 1999 [40] da c6 doi méi nhan thic theo
nguyén tic co ban cua quan 1y nha nuéc vé chat luong hang hoa va viéc phan dinh
quyén va trach nhiém quan Iy chat lwong san pham. Cac nguyén tic do 1a:

- Nha san xuat, nha nhap khau va nguoi ban to chirc quan 1y chat lugng san
pham theo tiéu chuin do minh cong bd hoic ky hop ddng ddi voi cac dbi tac thuong
mai.

- Quén 1y nha nudc vé chat lugng theo quy chuan k¥ thuat: Nha nudc t chirc
quan 1y, kiém soat nhiing san pham, giai doan c6 yéu cau truc tiép dén viéc dam bao
an toan cuia san pham.

Nghi dinh ciia Chinh pha sé 179/2004/ND-CP ngay 21-10-2004 quy dinh
quan 1y nha nudc vé chat lugng san pham, hang héa. Nghi dinh nay quy dinh chi tiét
viéc thi hanh Phap lénh Chat lwong hang héa va cic quy dinh khac cia phap luat c6
lién quan dén quan 1y nha nude vé chat lwong san pham, hang héa ddi véi cac co quan
quan ly nha nudc, cac td chuc, ca nhan san xuit, kinh doanh, cac to chirc hoat dong
trong linh vyec tiéu chuan, chat lwong san pham, hang hoa [18].

Trong vong 10 nam trg lai day, cdc san phim m§ pham duoc san xuat, nhap
khau, phan phdi, luu thong trén thi truong rat phong phu, nhidu ching loai. BO Y té
dugc giao nhiém vu quan 1y nhitng san pham, hang hoa dic thu “anh hudéng dén sirc
khoe con nguoi”: xa phong va héa chat gia dung, phan rom, thuéc danh riang, m§y
pham [18].



Nam 1996, Bd Y té c6 Quyét dinh sb 2585/1996/QD-BYT ngay 28/12/1996
clia Bo truong Bo Y té vé viéc giao nhiém vy kiém nghiém my pham cho Vién Kiém
nghiém (nay 1a Vién Kiém nghiém Thudc Trung wong), Phan vién Kiém nghiém (nay
13 Vién Kiém nghiém thanh phd HO Chi Minh) va céc trung tim kiém nghiém tinh,
thanh phé [12].

Nam 1998, B Y té ¢6 Quyét dinh s6 3629/1998/QD - BYT ngay 19/12/1998
cua Bo truong BO Y té vé& viéc ban hanh “Danh muc céc loai my phém bt budc dang
ky chat lugng tai Bo Y t€”. Theo Quyét dinh nay, c6 05 nhém hang m§ phdm bét budc
dang ky chét luong tai BO Y t& gdbm: dau goi dau, son méi, kem dudng da, sita rira mat
va thudc nhudm téc. Nam 1998 ciing 1a nam Khoa kiém nghiém M§ pham ciia Vién
Kiém nghiém thubc Trung Uong duoc thanh 1ap [45].

Ngay 02/9/2003, Chinh phu Viét Nam di ky “Hiép dinh hé thong hoa hop
ASEAN trong quan 1y my pham”. Theo Hiép dinh ndy, 10 nuéc ASEAN di cam két
thie hién tién trinh hoa hop va tir 01/1/2008, Hiép dinh bat dau c6 hiéu luc [1].

Pé thuc hién nhiém vu vé quan ly my phém, theo tung mbc thoi gian B0 Y té
d3d co cac van ban, qui dinh cho viéc dang ky, tu cong bé tidu chuan cho cac doanh
nghiép, vin ban vé mot s chi tiéu va phuwong phap thtr trong kiém tra chat lugng my
pham:

Ngay 14/4/2008, Cuc Quén 1y duoc Viét nam - Bo Y té ra thong bao vé viéc
tiép nhan phiéu cong bd san phdm my pham theo qui dinh méi (Coéng vin sb
3307/QLD-MP) [10]

Ngay 14/8/2006, B6 Y té c6 quyét dinh sb 24/2006/QD - BYT cia B truong
Bo Y té vé viéc Trién khai 4p dung va hudng dan thuc hién cac nguyén tic, tiéu chuin
“thyc hanh t6t san xuat my pham” (Cosmetic Good Manufacturing Practices - CGMP)
cuia hiép hoi cac nuéc Pong Nam A [13].

Gan day nhat, ngay 25/01/2011, B6 Y té c¢6 Thong tu s6 06/2011/TT - BYT cua
B6 trudng Bo Y té vé viéc ban hanh “Qui dinh vé quan Iy my pham” gom 11 chuong,
53 diéu. Thong tu ndy c6 hiéu luc thi hanh ké tir ngay 01/04/2011, nhiing diéu trai véi
thong tu nay déu bai bo [14].

Theo Thong tu nay, BO Y té quan Iy 20 nhom mat hang my pham. V& viéc cong
b6 san pham my pham: t6 chirc, ca nhan chi dugc phép dua san pham ra thi truong sau
khi d4 cong bd san pham m§ pham tai Cuc Quan 1y Duoc Viét Nam véi cac my pham
nhap khau va céng bd san pham m¥ pham tai cac S¢ Y té (co s tiép nhan ban cong bd
my pham). T6 chtrc, c4 nhan nay “chiu hoan toan trach nhiém vé tinh an toan, hiéu qua
clia san phim my pham dua ra thi truong va phai tuan thu theo qui dinh cua phap luat
Viét Nam”. Theo thong bao cua Cuc Quan ly Dugc, hién nay cé 872 doanh nghiép
cdng bd my pham nhap khau véi gan 100000 loai san pham va 408 doanh nghiép san

-7 -



XUt trong nuéc. Cac co sé san xuat déu cam két thuc hién theo nguyén tic thuc hanh
t6t san xuat my pham, tién hanh 1ap hd so theo ddi san pham. Tuy nhién, cho dén nay,
c6 khoang 10 co s& san xuat trong nude duoc cip chang nhan dat tiéu chuan “thyc
hanh tét san xuat my pham” (CGMP). Mot s6 co sé dang chuan bi hoan thién vé co s
vat chat, trang thiét bi, hd so dé dé nghi cong nhan.

Nén kinh t& mo rat thuan lgi cho budn ban, trao d6i hang héa, cic san pham
m¥ pham nhap khau rat phong phu, da dang, co loai chat lugng cao, khong loai trir ¢6
ca hang kém chét luong, hang nhai, hang gia. Thuc té cho thdy, my phadm san xuit
trong nudc da sd 13 san xuat nho 16, nhiéu co sé chuwa dat yéu cau vé co s vat chét,
trang thiét bi, vé sinh an toan...Vi vay, dé san xuét, budn ban, trao doi my pham phat
trién lanh manh, bén virng, ddm bao an toan cho ngudi st dung, ngoai viéc can co co
ché quan 1y pht hgp cho mat hang nay, can phai c6 hé théng phuong phap hoan chinh
dé c6 thé kiém soat dugc tinh an toan cua san pham boi vi my pham thudc nhom “san
pham, hang héa c6 kha ning gy mat an toan” (nhém 2). [40]

Co quan quan 1y can sém ban hanh nhitng quy chuan k¥ thuét va t6 chic danh
gia sy phu hop dé danh gia tinh an toan cua san pham. Theo “Hiép dinh hoa hop
ASEAN trong quan Iy m§ pham” phién ban cap nhat dén 2013 c6 qui dinh 1373 chat
va nhom chét cam st dung trong my pham, 285 chat va nhom chét ¢ qui dinh vé giéi
han, néng d6 va ham lugng st dung (phu luc II va III caa hi€p dinh) [57]. Hiép dinh
nay ciing d qui dinh danh muc cic chat mau, cac chat bao quan, cac chat chong tia tir
ngoai... dugc phép sir dung. Mot s6 nudc ASEAN con qui dinh thém danh muc cac
chat khong duoc c6 trong cac san phim my pham ngoai cac chat cdm di qui dinh. Vi
du: theophylin (Malaysia, Singapore) thorium va cac hop chat (Indonesia)...

Vién Kiém nghiém Thubc Trung wong, Vién Kiém nghiém thanh phd H6 Chi
Minh - nhitng co quan dau nganh kiém nghiém dang budc dau trién khai ap dung céc
qui trinh cia ASEAN. D¢ hoa hop tiéu chuan véi cic nudc ASEAN trong quan 1y,
kiém tra chat lugng my pham, tir nhitng nim 2010 cic Vién da dau tu mua sam céc
thiét bi phan tich, cac chat cdm & dang chat chuan, dung moi hoa chat... va dao tao
nhan lyc du trinh d6 dé trién khai, thuc hién cac k¥ thuat phan tich hién dai... Dén nay
da trién khai cac qui trinh phan tich cia ASEAN dé phat hién mot sb chit cAm, dé dinh
luong cac nguyén td doc (thuy ngan, chi, arsen, cadmi..) con rat nhiéu cac chat cim,
céc chét co gidi han vé nong d6 ham lugng sir dung... can dugc nghién ctru, xay dung
qui trinh dé phét hién, dinh luong.

Cho dén nay, 63 Trung tdm Kiém nghiém thudc va m§ phdm & cac tinh, thanh
trén ca nudc da sd chua thuc hién duoc cic phuong phap hoa hop ASEAN vi thiéu
thiét bi, dung moi héa chat, chat chuan... nhan lyc chua duoc dio tao.
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1.1.3. Mét s6 ndi dung vé quan Iy va kiém tra chat lwgng my pham theo Thong tw
06/2011/TT-BYT

Pé trién khai Hiép dinh hoa hop trong quan Iy my pham cac nuéc ASEAN (goi
tat 14 Hiép dinh my pham ASEAN), Bo Y té quy dinh vé quan ly my pham trong
Théng tu 06/2011/TT-BYT ngay 25/01/2011 bao gém: 11 chwong, 53 diéu [14]. Trong
d6 c6 mot s6 chuong va diéu lién quan truc tiép dén cong tac quan ly va kiém tra chat
luong my pham va danh muc cac nhém hang my pham thudc dién quan Iy cua Bo Y té.
Sau day 12 mot s6 noi dung lién quan dén quan ly, kiém tra chat luong my pham duoc
qui dinh trong Thong tu.

Mgt s6 qui dinh chung

Pham vi diéu chinh caa Thong tu nay (duoc quy dinh tai Piéu 1, khoan 1) bao
gom viéc quan ly cac san pham my pham san xuét trong nuéc, my pham nhap khau dé
Iru thong trong pham vi 13nh tho Viét Nam, bao gom: c¢éng bd san pham m§ pham; ho
so thong tin san pham; y8u cau vé an toan san pham; ghi nhan my pham; quang céo
my pham; xuét khau, nhap khau my pham; ldy mau my pham dé kiém tra chat luong;
kiém tra, thanh tra va xu 1y vi pham; trach nhiém cua to chtc, ca nhan san xuat, buén
ban, nhap khau my pham va quyén caa ngudi tiéu ding.

Diéu 1, khoan 2 trong Thong tu qui dinh ddi twong ap dung 14 cac co quan quan
Iy nha nudc vé my pham, cé4c té chirc, ca nhan tién hanh cac hoat dong lién quan dén
cong bd san pham my pham, thong tin, quang céo, xuat khau, nhap khau, san xuat,
budn ban san pham my pham tai Viét Nam.

Diéu 11 trong Thong tu qui dinh mdi san pham my pham khi dwa ra luu thong
trén thi truong phai c6 Ho so thong tin san pham (PIF - Product Information File) theo
hudng dan cia ASEAN luu giit tai dia chi cua té chac, ¢4 nhan chiu trach nhiém dua
san pham ra thi truong.

Noi dung cua Ho so thong tin san pham my pham duoc qui dinh tai Didu 12.
Ho so Thong tin san pham my pham gom ¢ 4 phan nhu sau: Tai liéu hanh chinh va
tom tat vé san pham; Chat lugng cia nguyén liéu; Chat lugng caa thanh pham va An
toan va hiéu qua. Noi dung chi tiét cua Ho so Théng tin san pham my pham (PIF) quy
dinh tai Phu luc s 07-MP, bao gom céc noi dung sau: Tai liéu hanh chinh va tém tat
vé san pham, chat luong cua nguyén lidu, chat lugng cua thanh pham, an toan va hiéu
qua.
< Y8u c4u vé an toan san pham my pham

Y&u cau vé an toan san pham my pham duogc qui dinh tai Diéu 13.

Cac t6 chiic, ca nhan chiu trach nhiém dua san pham my pham ra thi trudng
phai dam bao cac san pham caa minh khong c6 hai d6i vai sic khoé con nguoi khi
dugc dung trong nhirng diéu kién binh thuong hoic nhirng diéu kién thich hop duoc
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huéng dan, phu hop véi dang bao ché, thong tin ghi trén nhan, huéng dan sir dung,
than trong dac biét, ciing nhu cac théng tin khac cung cap béi nha san xuat hoic chu so
hitu san pham.

Nha san xuét, chu sé hiru san pham phai danh gia tinh an toan trén mdi san
phdm my pham theo Huéng dan danh gia tinh an toan my pham cua ASEAN. Gidi han
kim loai nang va vi sinh vat trong my pham phai dap (ng yéu cau cia ASEAN quy
dinh tai Phu luc s6 06-MP. Thanh phan cong thac my pham phai dap (ng theo cac Phu
luc (Annexes) - ban méi nhit cua Hiép dinh my pham ASEAN [57].

% Céc thanh phan cam ding hodc ¢é quy dinh vé gidi han nong dé, ham hrong

Céc thanh phan chat cim, cac thanh phan c6 quy dinh vé gidi han nong do, ham
luong va diéu kién st dung trong cbng thic san pham my pham duoc qui dinh tai
Piéu 14 va cac Phu luc kém theo.

% Cdc qui dinh vé ldy mdu dé kiém tra, kiém tra, thanh tra va xi 1y vi pham

Nguyén tic lay mau duoc qui dinh tai Biéu 36, duoc qui dinh cu thé vé cach lay
mau my pham, legng mau can lay, cach lwu mau, cach 1ap bién ban lay mau my pham.

Quyén han va trach nhiém cua nguoi 1ay mau duoc qui dinh tai Diéu 37. Van
chuyén va ban giao mau duoc qui dinh tai Piéu 38.

Két luan két qua kiém tra chat luong cac mau my pham duogc qui dinh tai Diéu
39

Hé thong kiém tra nha nudc vé chat lugng my pham dugc qui dinh tai Biéu 41,
gom cac co quan kiém tra chat luong my pham va hé théng kiém nghiém caa nha nuéc
vé my pham.

Hinh thic kiém tra, thanh tra (Biéu 42) va noi dung kiém tra, thanh tra (Diéu
43) duoc qui dinh cu thé. Viéc kiém tra, thanh tra gidm sat hau mai my pham can tap
trung tai cac don vi nhap khau, phan phdi, san xuat. Th tu vu tién trong viéc kiém tra
giam sat hau mai my pham dwa vao loai san pham, ngudn géc xuét x&, nhan hang,
thuong hiéu cong ty, thanh phan céng thirc san pham theo huéng dan cia ASEAN vé
kiém tra giam sat hau mai (Phu luc s6 08-MP). Tai liéu huéng dan cua ASEAN vé
kiém tra hau mai bao gdm céc noi dung: Xay dung chién lugc kiém tra hau mai va mot
s6 chi tiéu, thanh phan can chi y.

1.2. MOT SO HOP CHAT BI CAM SU DUNG VA CAN KIEM SOAT HAM
LUGNG NGHIEN CUU TRONG DE TAI
1.2.1. Mt s6 hop chat mau bi cAm sir dung trong my pham
Cac hop chat mau la nhitng chat c6 mau & trang thai ran va trong dung dich, tic
la c6 kha ning truyén mau cho mot chat nén [8]. Cac chat mau bi cam thuong la cac
chat mau dugc s dung trong cong nghiép (nganh son, gidy, thudc da, dét may...),
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trong hoa hoc (chi thi, kinh hién vi huynh quang...), trong sinh hoc (nhudém tiéu ban...).
Chung la cac chat c6 kha ning gay doc cho con ngudi. Hiép dinh “Hé théng hoa hop
ASEAN trong my pham” ¢6 qui dinh 12 chat mau va nhém chat mau bi cim sir dung
tai phu luc 11, phan 1 [57]. Tuy nhién, do chiing c6 mau sic dep (vang, vang cam, do,
tim...), b&n mau, gia thanh ré hon nhiéu so vai chat mau ty nhién nén chdng rat d& bi
loi dung cho vao cac san pham lam dep nhu: son méi, phan trang diém (phan ma, phan
mat...), son méng, thudc nhudm téc... Sau day 1a mot sé dic diém va tinh chat caa mot
s6 chat mau bi cdm st dung trong my pham.

1.2.1.1. Metanil yellow (MY) SOdNa

Tén khac: Tropaeolin G, Acid Yellow 36 @N NNO
Ma: Cl 13065[49] Q

Tén khoa hoc: 3-(4-Anilinophenylazo)-benzenesulfonat natri
Cong thuc phén ti: C1sH1aN3OsSNa.

Khéi luong phan tir: 375,391 [7], [89]

% Tinh chat vat ly:

Metanil yellow 1a mot chat mau tong hop, 12 bot mau vang. Tan trong nudc
(5,4%) va tan trong ethanol (1,4%). Hap thu anh sang manh & cac budc séng 536nm,
435nm, 414nm. Metanil yellow chuyén d6i mau tir mau tim sang mau vang & pH 1,5-2,7
[89].

% Ung dung:

Metanil yellow 1a chat mau duoc sir dung phd bién trong céng nghiép thuoc da,
gidy va dét. Metanil yellow ciing dugc dung trong mot sé phuong phap nhuém ba mau
va nhuém vang collagen tao sy twong phan véi huyét twong dugc nhuém do [112].
< Dgc tinh:

Metanil yellow c6 tac dong Ién té bao gan khi dung dudng udng vai ty & 430
mg/kg thé trong trén 4 loai dong vat trong 7 ngay da cho ta két qua: coenzym GST
(gluthation-S-transferase) tang 136%, QR (quinone reductase) la 92% va cam ng
cytocrom Paso, anh huéng dén kha nang khir doc cua gan [112]. Ngoai ra véi nhiéu
nghién ciru khac ciing thay doc tinh cua Metanil yellow trén chudt nhat va chudt cdng
déu cho két qua la 16ng va da cua con vat tro nén xu xi [73].

Metanil yellow con tac dong trén ndo ciia chudt truéng thanh lam thay d6i hanh
vi, kha ning ghi nhé, anh huong dén cac ving diéu khién noradrenalin, lam giam hoat
dong cua cholinesterase, seretonin... [112].

Do vay, metanil yellow nim trong danh muc cdm sir dung trong my pham theo
Hiép dinh hé théng hoa hop ASEAN trong quan ly my pham [57].
< Mgt s6 phwong phdp phan tich metanil yellow:

Phuong phap hoa hgp ASEAN ACM SIN 02 da dua ra phuong phap dinh tinh

-11 -



metanil yellow bing TLC va HPLC [52].
Ngoai ra, mot s6 nghién ciru khac ciing sir dung sac ky long pha dao tao cap ion
Vi detector PDA va MS dé phat hién metanil yellow [97], [98].
1.2.1.2. Rhodamin B (RB)
Tén khac: Rhodamine 610, CI pigment Violet 1, Basic Violet 10

M3a mau: Cl 145170 [57] O
Tén khoa hoc: [9-(2-carboxyphenyl)-6- COOH
diethylamino-3-xanthenylidene] -
diethylammonium clorid O \
Cong thirc phan tir: C28H31N203Cl HaC™ N o} SN CH,
Khdi lugng phan ti: 479,02, P cr N
HaC CHj

% Tinh chat vit 1y:

Rhodamin B thuéc nhém pham nhudm fluorron, dang bot mau vang cam. Nhiét
d6 chay: 210 °C - 211°C. D@ tan trong nuéc (khoang 50g/1), methanol va ethanol. Phd
hap thu UV-VIS cua dung dich trong ethanol cho cuc dai hap thu & budc séng 526 nm
(Hinh 1) [25], [74].
% Ung dung:

Rhodamin B phit huynh quang nén
duogc tmg dung nhiéu trong cong nghé sinh hoc
nhu kinh hién vi huynh quang, dém té bao
dong chay, quang phd huynh quang ...[123].
N6 con dugc dung dé tao mau va nhudm mau

trong cong nghiép soi, nhudm mau dé xét 7 .v.\
en L A1a VA, .
nghlem té bao. 200 3%0 400 50 600 700 nm
< Doc tinh: Hinh 1.1. Phé hap thu UV-VIS ciia
NOi chung, rhodamin B 1a mot chat Rhodamin B

mau doc, co kha ning gay ung thu [74], [99] va nam trong danh muc cam sir dung trong
my pham theo Hiép dinh hé thong hoa hop ASEAN trong quan ly my pham [1].
% MGt s6 phirong phdp phan tich:

Phuong phap hoa hgp ASEAN ACM SIN 02 da dua ra phuong phap dinh tinh
rhodamin B bang TLC va HPLC véi detector UV-VIS [52]. M6t s6 nghién ctiu khéc
phét hién va dinh luong rhodamin B bang HPLC vai detector PDA [74], huynh quang
[39], [92], tir ngoai kha kién [25], [39], khdi phé [104].
1.2.1.3. Pigment red 53 (PR)

Tén khac: Pigment Red 53:1, Pigment Red SBK800, Bronze Red C-P
CAS No.: 5160-02-1
M4 mau CI: 15585 [1]
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Tén khoa hoc: barium bis [2 - chloro - 5 - [(hydroxy -1- O

naphthyl) azo] toluen - 4 - sulphonat] Bal) o sé%
Cong thirc phan tir: CasH24Cl12N4OsS2Ba, ¢6 thé c6 dang Ne ‘
mubi Natri N
Khéi luong phan tir: 888,98, cl o

% Tinh chdt vat Iy: CHs

Pigment red 53 (PR53) la chit thuoc nhom chat mau azoic. Bot mau do hoic
vang, it tan trong nudc va ethanol, khng tan trong aceton va benzen. It tan trong dung
dich Natri hydroxid 10% cho mau vang, trong dung dich kali hydroxid trong ethanol
cho mau d6 nau dam. Bi phan hay duéi nhiét d6 ndng chay 330 °C [100].

% Ung dung:

Pigment red 53 duoc sir dung rong réi trong cong nghiép gidy, dét, muc in va
son [100].

*» Dgc tinh:

PR53 ¢6 thé duoc hap thu qua duong miéng, gay kich tng da va mat. Dung lau
dai, PR53 la nguyén nhan caa nhiéu bénh vé hé tao méau & lach, gan, than. PR53 bi
cdm & My tir naim 1986, hién nay EU ciing khong cho phép c6 mat trong bat cir san
pham nao [69], [75], [101], [108], [122]. PR53 c6 mat trong danh sach cac chat bj
cam sir dung trong my pham theo quy dinh cua Hiép dinh hé théng hoa hop ASEAN
trong quan ly my pham [1].

% Mgt sé phurong phdp phan tich:

Mot s6 nghién cau sir dung phuong phap HPLC dé phan tich Pigment red 53,
[8], [107], [121]
1.2.1.4. Pigment orange 5 (PO)

Tén khac: Lightoranger, Oralithred2gl, carneliored2g o o
M3 chét mau: CI 12075 [49] -

o=N N~
Tén khoa hoc: \Q O
2-naphthalenol, 1-[(2,4-dinitrophenyl)azo] NéN

Cong thure phan tir: C16H10N4Os ‘
Khéi luong phan tir: 338,27 RO

% Tinh chat vat ly:
Pigment orange 5 1a chit mau thuoc nhém hop chit azo, dang bot mau vang
cam, khong tan trong nudc.
% Ung dung:
Pigment orange 5 thuong dwgc ding nhiéu trong cac nganh san xuat son, chat
phu va chat két dinh, muc in va trong héa hoc.
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s Doc tinh:

Pigment orange 5 c6 thé gay dot bién gen, ung thu gen va tac dong toi chuyén
hoa [102] nén ciing nam trong danh muc cdm sir dung trong my pham theo Hiép dinh
hé thong hoa hop ASEAN trong quan ly my pham [1]

% MGt s6 phirong phdp phan tich:

Phuong phap hoa hgp ASEAN ACM SIN 02 da dua ra phuong phap dinh tinh
Pigment orange 5 bang TLC va HPLC [52]. Trong mét nghién ctu khéc, HPLC Vi
detector khéi ph6é (HPLC/MS/MS) ciing d3 duoc sir dung dé xac dinh Pigment orange
5 [105].
1.2.1.5.Crystal violet (CV)

Tén khac: Getian violet, Methyl Violet 10B, hexamethyl pararosanilin clorid,
hoac pyoctanin, Tim tinh thé.
M4 chat mau: Cl 42555 [1]

Tén khoa hoc: Tris (4-(dimethylamino)phenyl) methyl clorid

Cong thirc phan tir: CasN3sH3z0Cl o ,

Khéi luong phan ti: 407,98 ,ﬂﬁ

% Tinh chat vat ly: / &\
Crystal vilolet la mdt phém nhudm 20,000 /‘f ‘H

triphenylmethan, dang tinh thé mau tim dam, dé . ;,f \\

tan trong nudc. Nhiét do chay: 205 °C. Pho hap . / &

thu cua Crysstal violet hoa tan trong nuéc, cho o 2 om
cuc dai hap thu & budce song 588 nm (Hinh 1.2).  finh 1.2. Phé hdp thu UV-VIS ciia
Crystal vilolet

< Ung dung:

Crystal vilolet duoc timg dung nhiéu trong phan loai vi khuan (nhudém tiéu ban
Gram) va trong hoa hoc (1am chat chi thi) [111].
s Doc tinh:

Crystal violet c6 thé gdy dot bién gen nén nim trong danh muc cim st dung
trong my pham theo Hiép dinh hoa hgp My pham ASEAN [1].
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% Mét s6 phirong phdp phan tich: Phuong phap HPLC detector UV, khéi phé dé phan
tich crystal violet ciing mot sé chat mau khac [58], [105], phan tich dinh luong crystal
violet bang phé Raman [110].

1.2.1.6. Sudan

Ma s6 mau;
-Sudan I: CIl 12055 - Sudan Il: CI1 12140
- Sudan 111 : Cl 26100 -Sudan IV: CI 26105

Sudan thugc nhém céc chat azo 1am pham mau (chat c6 lién két N=N trong céu
tao phan tr). Cong thac hoa hoc cia sudan I, 11, II1, IV nhu sau:

-0 g%

Sudan | Sudan 11
.I":"-
OH
- ) LY %,
J':f i'\ / "L". ! % T % 1:' %
-,:" ;,-—N: —cf%  a _N_{*'t {} f{ %_N= _{.r 1"_;\_._,4_{; N
lamt — - I‘\a—:— / \ A\
/! %

i; ) { )
%'-. .-':f %1 .r-'-'l:

Sudan 11 Sudan IV

Tén khoa hoc:
Sudan I:  (1-(phenylazo)-2-naphthol)haybenzen-(azo-1)-2-hydroxynaphthalen
Sudan II:  (1-{2,4-dimethylphenyl) azo}-2-naphthalenol)
Sudan Il1: (1-(4-phenylazophenylazo)-2-naphthalenol
Sudan 1V: (1-[2-methyl-4-[2-methylphenyl]-azo]phenylazo)-2-naphthalenol
Cong thuc phén tu:

Sudan I: Ci16H12N20 Sudan II: C1sH1sN20

Sudan HI: C22H16N4O Sudan IlI: C24H20N4O
Khéi luong phan tir:

Sudan I: 248,28 Sudan II: 276,33

Sudan IlI: 352,4 Sudan 1V: 380,45

% Tinh chat vat ly:

- Sudan I: Céc tinh thé dang hinh kim mau d6, nhiét 6 néng chay 138 - 139 °C.
Hoa tan trong benzen, ether cho dung dich mau cam; khéng tan trong kiém, trong dung
dich acid sulfuric ¢c6 mau dé dam.

- Sudan II: Tinh thé hinh kim, mau d6 nau, sang anh, nhiét do néng chay 161-
163 °C. Khong tan trong nudc, kiém, acid yéu, tan it trong ethanol. Tan trong ether cho
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dung dich mau cam.

- Sudan I11: Dang bot mau nau, anh xanh la cdy, nhiét d6 néng chay 195 °C.
Khong tan trong nudc, tan tét trong cloroform cho dung dich mau cam. Tan trong
ethanol, ether, aceton, glycerin.

- Sudan 1V: Dang bdt mau nau téi, nhiét do nong chay 181 °C -188 °C, phan
huy hoan toan ¢ 206 °C. Khong tan trong nudc, tan trong cloroform, ethanol, benzen,
aceton. Tan tét trong dau m&, chat béo.
< Ung dung:

Sudan 12 nhém chat duoc st dung dé tao mau va nhuém mau trong cdng nghiép,
trong nghién cizu sinh hoé hoc. Sudan c¢6 mau dé tuoi, bén mau nén dé bi loi dung cho
vao cac thuc pham, my pham dé tao mau cho san pham [116].
< Doc tinh:

Céc nha khoa hoc da chirng minh sudan c6 kha nang 1am bién d6i ciu tric caa
gen va gy ung thu cho ngudi. Cong bd dau nim 2007 ctia An Y va cong sy cho rang
sudan I tic dong "phé v&" ciu tric caa DNA va nhiém sic thé (NST) khi dua vao méi
truong nudi cay té bao [59]. Kha ning oxi hoa cua sudan cé thé duoc thuc hién boi ion
benzenediazone. Cac qua trinh bién doi 1am Sudan c6 kha nang két hop voi cac DNA
tao lién két sudan-DNA (sudan-DNA adducts). Dac biét, Cytochrome Piso 1Al
(CYP1A1)- mot trong nhitng enzym quan trong tham gia vao qua trinh bién doi cac
chat gay ung thu, ciing duoc chirng minh 1a ¢6 lién quan dén bién do6i cua Sudan va cac
dan chat cua n6 dé tao ion benzenediazone (Stiborova va cs, 1995) [116].

Nhiéu phwong phap hién dai khac nhau trong sinh hoc phan tir ¢a duoc dung dé
chang minh su can thiép cua sudan vao cau tric DNA. Bang phuong phép thi nghiém
st dung Baculovirus tai t6 hop mang gene CYP1A1 cia ngudi, nhém nghién ciu cua
Stiborowa di chirng minh kha ning gay bién d6i DNA cua sudan hoan toan c6 thé say
ra khi n6 "tiép xtic duoc” véi hé thong enzym véan chuyén dién tir trong céc té bao cua
co thé nguoi [116].

Céc qudc gia thuoc cong dong chau Au (EU) va mot sé6 nude cam st dung céc
loai sudan 1, 11, IV trong my pham. Riéng sudan III dwgc phép st dung 1a chat mau
trong my pham nhung khong duoc st dung trong céc san pham my pham truc tiép trén
niém mac (son moi, thuc danh rang...). EU ciing khdng yéu cau cac phong thi nghiém
phai tuan theo cac phuwong phap da dinh sin nhung van dua ra gisi han phat hién cua
sudan 0,5-1mg/kg va phai thu hdi bat ctr thuc pham nao c6 ham luwong Sudan nhiéu
hon gidi han nay [113].

% Mgt sé phuong phdp phan tich sudan:

Mot s6 cong trinh nghién ciu phén tich phat hién sudan trong thuc pham bang

HPLC véi detector UV-VIS [88] , khdi phd (MS) [83] hay dién hoa [124].
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1.2.2. Mét s6 hop chat co tac dung dwoc Iy ma bi cAm hoic giéi han ham lwong sir
dung trong my pham

1.2.2.1.Hydroquinon < >
HO OH
Tén khac: Idrochinone, Quinol

Tén khoa hoc: benzene-1,4-diol hoac p- dihydroxy benzen
Cong thirc phan tir: CeHa(OH)-.

Khéi lwgng phan tir: 110,11

< Tinh chdt vt ly:

Hydroquinon 1a hop chét hitu co ¢6 chita nhan thom, c6 cau trdc gém 2 nhom
hydroxyl gan vao vong benzen tai vi tri para [7]. Bot két tinh mau trang, tinh thé hinh
kim, tan trong nudc véi ty 1& 5,99/100ml (15 °C). Ty trong: 1,3g/cm?®. Nhiét do nong
chay la: 172 °C, nhiét do s6i la: 287 °C.

Hydroquinon c6 cac nhém hydroxyl nén cé tinh acid yéu. Hydroquinon c6 thé
nhuong mot H* tr nhém OH dé tré thanh dang monophenolat hoic mat hai H* tir ca
hai nhdm OH thi tao thanh ion diphenolat [17].

% Ung dung:

Hydroquinon la chat dugc ung dung rong rai dé hién hinh trong céng nghé ky
thuat anh, 1a chat chong oxy hoé 1am triang da do co ché ngin chin té bao hat sinh sic
t6 melamin 1am cho da d& bi sam néu ding dai ngay da bi mong [17].

«» Doc tinh:

Hydroquinon va céc ché pham c6 chira hydroquinon dugc lam dung nhu mét tac
nhan 1am trang da. Co ché hoat dong cua nd thi dya trén su tc ché tong hop melamin.
Khi st dung kem hoic gel 1am tring da c6 chira Hydroquinon déu c6 thé nguy hiém do
c4c bién chuang n6 gay ra [103]. Mot s6 biéu hién gay di wng khi dung cac ché pham c6
chaa hydroquinon 1a gay kich ¢ng da, nhay cam, lam ting sac t, dung lau ngay chat
ndy gay ra bénh bach ciu. Thém vao d6 di c6 mot s nghién ctu di chi ra
Hydroquinon Iam bién doi gel ¢ dong vat [66].

Theo hiép dinh hé théng hoa hop ASEAN trong quan ly my pham tai annex Il
hydroquinon 1a mét trong nhitng chat c6 gigi han st dung trong moét sé6 my pham: nhu
thudc nhudm toc téi da 13 0,3% . Khong dugc dung trong cac san pham trang diém mit,
khong dwoc dung cho tré em duéi 12 tudi. Tai liéu Chau Au qui dinh gidi han cho
hydroquinon trong kem bdi da la 2% [49].

% MGt s6 phirong phdp phan tich:

Phuong phap hoa hop ASEAN ACM INO 03 da dua ra quy trinh dinh tinh va
dinh luong hydroquinon trong my pham bang TLC va HPLC [54].

Ngoai ra mét s6 nghién ciru khac da st dung cac ky thuat HPLC [66], dién di
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mao quan hay sic ky dién dong mixen dé phan tich hydroquinon [67], [82], [85].
1.2.2.2. Tretinoin

Tén khac: Retinoic acid, Avita, Eudyna, Renova, Retacnyl, Retin-A and Vesanoid.

Tén khoa hoc: acid retinoic [119] / /\)\/\)\i
Cong thue hoa hoc:  CaoH2802 é\x N OH
Khéi lwong phan tir: 300,44

% Tinh chdt:

Tretinoin 1a dang acid cacboxylic cta vitamin A va con dugc goi la acid
retinoic
« Téac dung:

Tretinoin 1a dan chat caa vitamin A dung dé diéu trj tring cé va tan nhang do
tiép xdc nhiéu véi anh nang, 1am giam nhin da. N6 dugc dwa vao trong kem thube dé
chi dinh diéu tri cac bénh trén [77], [115].
< Doc tinh:

Khi ding tretinoin dai ngay c6 thé gay viém tai chd, nhéi nhe hoic néng, hay
xay ra khd da, co vay va do da, 1am ting nhay cam véi anh sang va c6 thé dan dén
nguy co chay nang.

Tretinoin 12 mot trong nhitng chat bi cAm st dung trong my pham [57].

% Mt sé phuong phdp dinh tinh, dinh heong:

Phuong phap hoa hgp ASEAN ACM SIN 01 da dua ra quy trinh dinh tinh va
dinh luong tretinoin trong my pham bang TLC va HPLC [51]. Dugc dién My (USP
34) va mot s nghién ctiru khac da sir dung cac ky thuat HPLC [119], dé dinh tinh,
dinh luong tretinoin trong cac ché pham
1.2.2.3. Glucocorticoid
¢ Tac dung va doc tinh:

Glucocorticoid 1a nhém thudc c6 gde steroid hay duoc sir dung vi dic tinh dugc
luc quy bau 1a chdng viém manh, chéng di wng va tc ché mién dich [9]. Do c6 tac
dung chéng viém, 1am nhan bong da, giam ngira nén dé bi lgi dung tron trai phép vao
cac kem bdi da my pham [103]. Cac chat thuoc nhdm glucocorticoid 1a nhitng chét bi
cam str dung trong my pham (s 300 trang 312, annex I, Hiép dinh hé théng hoa hop
ASEAN trong quan ly m§ pham) vi nhdm chat nay c6 nhiéu tac dung phu khi ding tai
chd: teo da, xo cung bi, viém da tng d6, mun trang ¢ hoic boi nhiém nam, vi khuan
va vi rus, cham lién seo, duc thuy tinh thé hoic ting nhan ap [9].

% Mot so phwong phdp phan tich:
- Pinh tinh bang cic phan tng hoa hoc chung dic trung cho glucocorticoid:

- Bi oxy hoéa véi tdc nhan H2SO4 dac, c6 mau do (thuong kém huynh quang).
Pha lodng v&i nude, mau bién mat [5], [9]
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- Cho phan tng vé6i phenylhydrazin trong méi trudng acid cho dan chat
pheninhydrazon c6 mau vang [5], [9]

- Pinh tinh bang phuwong phap quang phd:

- Quang phé hdng ngoai (IR): bang cach so sanh phd IR cua chat phan tich véi
pho IR ctia chat chuan trong cung diéu kién phan tich. Phuong phap nay thudng dugc
ap dung dé dinh tinh nguyén liéu va mot vai ché pham don cht.

- Quang ph6 UV-VIS: Tao dan xuit véi xanh tetrazolium cho san phim c6 mau,
do quang & vung kha kién (400 — 760 nm).

- Cac phuong phap sic ky:

Sic ky 16p mong, sic ky long hiéu ning cao detector UV-VIS [5], [9], [15],
HPLC véi detector UV [72], [109] hay khdi pho [76], [106] thudng duge dung dé xac
dinh cac glucocorticoid trong cac ché pham.

- Phuong phép hoa hop ASEAN ACM SIN 01 da dua ra quy trinh dinh tinh va dinh
luong glucocorticoid trong my pham bang TLC va HPLC [55].

1.2.3. Céc nguyén té doc

1.2.3.1. Arsen va cac hop chdt cia arsen:

Arsen 1a mot nguyén té hoa hoc thuoc phan nhém V A trong bang tuan hoan
[29]. Arsen (con goi 1a thach tin), 1an dau tién dugc Albertus Magnus (Puc) viét vé nd
vao nam 1250 [70].

Arsen va cac hop chat cta arsen 1a nhitng tap chat trong cac nguyén lidu dau
vao hoic bi nhiém trong qué trinh san xuat my pham.

Ky hiéu héa hoc: As

Khoi lugng nguyén tu: 74,92

Nhiét do nong chay: 817 °C. Nhiét bay hoi: 615 °C
Ty trong (d?0): 5,7g/cm?®

Cau hinh electron 16p ngoai ciing: 4s24p3

Vach phét xa dac trung: 193,7 nm.

% Tinh chat hoa hoc:

Tuong ty nhu phospho, no tao thanh cac oxid két tinh, khéng mau, khéng mui
nhu As;03 va As;Os 1a nhiing chat hat am va dé dang hoa tan trong nuée dé tao thanh
cac dung dich c0 tinh acid. Acid arsenic (V), tuong tu nhu acid phosphoric, la mét acid
yéu. Tuong ty nhu phospho, arsen tao thanh hydrua dang khi va khéng 6n dinh, d6 1a
arsin (AsHs)

Khi bi nung néng trong khéng khi, né bi oxy hoa dé tao ra trioxid arsen, hoi tir
phan tng nay c6 mui nhu mui toi. Arsen (va mot s hop chét cua arsen) thing hoa khi
bi nung néng & ap suit thuong. Trang thai long xuat hién ¢ &p suat 20 at tro 1én, Diéu
nay giai thich tai sao diém néng chay lai cao hon diém soi.
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Trang thai oxy hda phé bién nhét cua né 1a -3 (thong thudng trong cac hop chat
lien kim loai twong tu nhu hop kim), +3 (arsenid), +5 (arsenat). Phan Ién céc hop chat
v6 co chtra oxy cua arsen 6n dinh. Arsen ciing dé tu lién két vai chinh nd, chiang han
tao thanh cé4c cap As-As trong sulfua dé hung hoang (0-AssSs)... O trang thai oxy héa
+3, tinh chat hda hoc 1ap thé cua arsen chiu anh huéng bai su ¢d mit caa cap electron
khong lién két.

% Ung dung:

Arsen 1a mot & kim c6 nhiéu dang thd hinh: dang mau vang (phan ta phi kim)
thi mém, déo nhu sap va khong 6n dinh, mot vai dang mau den va xam (4 kim) chi 1a
s6 it ma ngudi ta c6 thé nhin thiy. Ba dang cd tinh kim loai cta arsen vai cau trdc tinh
thé khac nhau ciing dugc tim thay trong tu nhién (cac khoang vat arsen sensu stricto va
hiém hon 1a arsenolamprit cung pararsenolamprit), nhung noéi chung né hay ton tai
duéi dang cac hop chat arsenid va arsenat. Arsen va cac hop chat cua né dugc sir dung
nhu 14 thudc trir dich hai, thudc trir co, thudc trir sdu va trong mét loat cac hop kim.

«» Dgc tinh:

Arsen vé tinh chat hoa hoc rat giéng voi nguyén té dang trén no 1a phospho. Sy
tuong tu lon dén muc arsen sé thay thé phan nao cho phospho trong cac phan @ng hoa
sinh hoc trong co thé va vi thé né gay ra ngo doc (Arsen phéa v viéc san xuat ATP
thdng qua mot vai co ché...). Arsen nguyén té va cac hop chét cua arsen dwoc phan
loai 1a "doc" va "nguy hiém cho mdi truong” tai Lién minh chau Au theo chi dn
67/548/EEC.

IARC cong nhan arsen nguyén t va cac hop chit cta arsen nhu 1a cac chat giy
ung thu nhom 1, con EU liét ké trioxyd arsen, pentoxyd arsen va cac mudi arsenat nhu
1a cac chat gay ung thu loai 1. Ung thu da 1a doc tinh phd bién nhat ciia Arsen. Dung
nuée sinh hoat bj nhiém arsen gy ra nhiing ton thuong cho da [61]. Tuy nhién, & cac
lidu nho (thip hon mirc gay ngd doc) thi cac hop chat arsen hoa tan lai dong vai tro cua
c4c chat kich thich va da tirng pho bién nhu 14 cac loai thudc chita bénh cho con nguoi
vao gitra thé ky XVII11 [26], [30], [60].

% MGt s6 phirong phdp phan tich:

Xac dinh gidi han Arsen bang phuong phép so mau [16 ] [64], tao phirc mau rdi
do quang, phuong phap dién hoa [26], phuong phap quang pho hap thu nguyén tir, k§
thuat do 10 graphit hay hydrid cia ASEAN [20], [50], phuong phap xac dinh As (1)
bang thudc thir fluorescein [114]...
1.2.3.3. Chi va cac hgp chdt cia chi:

Chi 1a nguyén té hoa hoc thudc phan nhém 1V A trong bang tuan hoan.[28]
Ki hiéu hda hoc: Pb
Khéi lwong nguyén tu: 207,2
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Nhiét d6 nong chay: 327°C. Nhiét d6 soi: 1740 °C

Ty trong (d?0): 11,43

CAu hinh electron 16p ngoai clng: 6s26p?

Vach phéat xa dac trung: 217,0 nm va 283,3 nm.
< Tinh chdt: [26], [29]

Chi 1a kim loai c6 mau xam nhat, mat cit sang, mém, d& uén déo.

Chi va cac hop chat cua chi 1a nhitng tap chit trong cac nguyén liéu dau vao
hoic bi nhidm trong qua trinh san xuat my pham.
< Pgc tinh: [28], [30], [35], [95]

Chi va cac hop chit cta nd rat doc hai véi co thé ngudi va dong vat.

- Trén hé tao mau: Chi tac dung Ién cac hé enzym co ban, nhat la enzym vén
chuyén hydro. N6 tc ché cac enzym cd chta nhom sulfurhydryl (-SH) va mot sé
enzym lién quan dén qua trinh sinh tong hop HEM, tc ché sy lién hop cua Fe*? vao
phan tir protoporphyrin, tc ché enzym Na-K-ATPase, lam giam ap luc tham thau ¢
mang hong cau, 1am méat kali noi bao. Chi c6 thé thay thé calci hoat tinh gay tc ché sy
dan truyén sau synap.

- Tai gan: Chi tic ché viéc tao protein chira HEM, Cytocrom Paso nén gan mat
kha nang chuyén hoa va loai bo cac chat doc noi sinh va ngoai sinh.

- Tai than: Phoi nhiém chi cap s& gay réi loan chirc ning & dng luon gan, sinh
ra protein niéu, glucose niéu va phosphat niéu, giam phosphat huyét, ting natri va
giam bai tiét acid uric, nhitng anh huang nay 1a thuan nghich.

- Hé than kinh: Hoi chimg dau tién caa bénh ndo do nhiém doc chi 1a chitng ngu
lim, non, kich thich, chan an, chong mit tién trién dén mat diéu hoa va giam y thuc, co
thé gay hon mé va chét. O tré em sau khi hoi phuc tir cac bénh ndo do nhiém doc chi
thuong dé lai di ching nhu cham phat trién tri tug, dong kinh, cac bénh vé than kinh
thi gi4c va c6 thé gay mu, giam chi sé théng minh.

- Tai rudt: Con dau quin rudt, dau bung, t4o bon, budn noén, non, chan an, giam
trong lwong la nhitng hoi chimg ban dau cua nhiém doc chi.

- Tai vung tan cung cta mach mau: Da c6 mau xam do co mach, niém mac co
mau den do tich tu cac hat PbS, mét triéu tring kha phd bién 1a viém chan ring giy
mu, ¢ thé gay sau ring.

- Tai co xuong: Gay chudt rat, dau khép (Trong trwong hop ngdé doc chi thay
thé calci trong xuong)

- Gan chuc nam tré lai ddy ngudi ta xac dinh chic chan rang: Chi trong co thé
xuc tac cho gbc ty do nguy hai O2 (anion superoxyd), OH (gbc hydroxyl), va H20>
(hydroxyperoxyd). Céac gdc nay phan hay mang té bao do qua trinh POL
(Peroxydlipid), lam hu hai cac phan tur sinh hoc (enzym, hormon, protein) va vat liéu
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di truyén (ADN). C6 thé néi day 13 nguyén nhan chinh gy ra doc tinh cua chi di véi
su song.
% Thuéc gidi déc chi [38], [94], [95]

Thudc giai doc chi 1a nhitng thudc ¢ kha ning tao phtc voi chi, ngin can nd
két hop vai cac phdi tir sinh hoc trong co thé, giai phong enzyme do canh tranh tao
phtic, thuong ding 12 CaNa:EDTA, Dimercaprol (BAL) va D-Penicillamin, cac thuc
nay c6 thé ding riéng 1é hoic phdi hop. Nguoi ta hay dung phdi hop CaNaEDTA va
Dimercaprol (BAL) trong diéu tri nhiém doc chi khi c6 cac bién chiing no.

% Mgt sé phirong phdp dinh lirong chi:

- Phuong phap quang phd hip thu UV — VIS [6], [17], [22], [32]: Dung thubc
thr dithizon (diphenylthiocarbazon) tao phic cang cua c6 mau véi mot sé cac ion kim
loai, trong d6 co6 chi. Phirc chi dithizonat khé tan trong nudc nhung dé tan trong cac
dung mai hitu co nhu: CHCls, ciing bi chiét vai chi c6 tali, bismuth va thiéc (I1). Tali
khong can tro viéc xac dinh chi nén khong phai tach riéng, bismuth va thiéc can phai
tach trude khi hoa tan trong mdi trudng acid. Trong phan tich nhiéu khi phai xac dinh
ham luong cac nguyén t6 & nong do nho (< 107g/ml), tai nong do nay thi khong thé
dinh luong bang phuong phap UV-VIS. Trong trudng hop ndy, mubn sir dung phuong
phap UV-VIS phai 1am giau cac nguyén té can phan tich trude khi do. Tuy nhién qua
trinh 1am giau mau c6 thé s& gdy mat hoac nhiém nguyén té can phan tich.

- Phuong phap cuc phé [5], [62]: lon chi (I1) 1a mot trong cé4c ion cd hoat tinh
cuc phd, bi khu trén cathod thay ngan thanh chi kim loai.Co s& Iy thuyét cua phuong
phép nay dya trén viéc theo ddi su bién d6i dong khuyéch tan ciia qua trinh dién hoa
Xay ra trén dién cuc giot thiy ngan khi bién thién dién &p mot chiéu theo mot ham
tuyén tinh véi thoi gian.

Phuong phép nay cho phép xac dinh tdi nong do 108 tgi 10°° mol/lit. Trong
mét sé truong hop, 4p dung phuong phap cuc phd hién dai dé dinh luong mot sé
nguyén t6 vi luong thuan lgi hon so v&i phuwong phap quang phd hap thu nguyén ti.

- Phuong phap vol-ampe hoa tan [5], [62]: Nguyén tic: Pién phan lam
giau chat can phan tich trén bé mat dién cuc tai thé khong dbi roi hoa tan chat can phan
tich da tich lai trén dién cuc bang cach phan cuc nguoc chiéu va ghi dudng cong vol-
ampe. Trén duong cong vol-ampe s& xuat hién mot pic c6 chiéu cao 1a ham s nong do
ctia chat can phan tich. Nhuoc diém 1a d6 1ap lai kém, can st dung nhiéu héa chat.

- Phuong phap quang phd phét xa nguyén tir [22]: Nguyén tic: chi duoc nguyén
tr hod chuyén thanh cac nguyén tir tu do ¢ dang hoi. Cac nguyén tir ty do & trang thai
co ban duoc kich thich bang ning luong caa anh séng, ngon lira, 10, tia lia dién, ho
quang... s& chuyén sang trang thai kich thich. Tur trang théi kich thich khi chuyén vé
trang thai co ban cac nguyén tir s€ phat ra cac bac xa ¢6 budc song A = 283,3 nm. Ham
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luong chi trong mau ty 1¢ v&i cuong d6 bic xa va tuan theo dinh luat Lambert - Beer -
Buger.

- Phuong phap quang phd hap thu nguyén tir [22], [23], [26], [36], [79], [91]
Phuong phéap hay duoc st dung nhit dé dinh lwong, phat hién chi 1a phuong phap
AAS v6i ky thuat nguyén tr hda mau bing ngon lta (F-AAS) hay nguyén tir héa mau
bang 10 graphit (ETA- AAS). Trong d6, ki thuat ETA- AAS cho gigi han phat hién t6t
hon ¢ ndng d6 phan tich rat nho (ppb).
1.2.3.4. Thay ngan

Thuy ngén 1a nguyén té hod hoc thudc phan nhom II B trong bang tuin hoan.[20],
[27], [301, [33], [41]
Ky hiéu hoa hoc: Hg.
Khéi lwong nguyén tir: 200,59.
Mau séc: trang bac.
O dang long & diéu kién thuong.
Nhiét d6 néng chay: -38,87 °C. Nhi¢t o soi: 356,72 °C.
Nong d6 hoi bio hoa (20 °C): 20mg/md.
Ty trong (d%): 13,534. Thé tich phan tir: 14,09 cm®/mol.
Céu hinh electron 16p ngoai cing: 415019652,
- Hép thu cuc dai tai 184,9nm va 253,7nm, trong d6 vach phé 0 253,7nm la
vach nhay nhét duoc sir dung dé do phd hap thu cua thuy ngan [80].
% Tinh chat:

Hinh 1.3. Nguyén té thiiy ngan trong tz nhién
O nhiét d6 thudng, thuy ngan 16ng hau nhu khong tan trong nuée (5 meg/l &

25°C). Thuy ngan cling khong tan trong dung dich acid hydrocloric loang, acid sulfuric
ngudi va dung dich kiém, tan mot phén trong lipid, pentan, acid nitric dac va acid
sulfuric dac néng [27].
< Thuy ngan trong t nhién, trong san xudt va doi song:

Thuy ngan 1a nguyén t chiém 8.10° % (80 pg/kg) trong luong Trai Dat. Cac
ddng vi co thé co 1a: 202Hg(29,86%), 2°1Hg(13,18%), 2°°Hg(23,1%), *°Hg(16,87%),
19%Hg (9,97%), 2%*Hg (6,87%), 1*°*Hg (0,15%) [27], [41], [87].
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Trong ty nhién thuy ngan c6 thé ton tai & cac dang nhu: [27], [33], [34], [41]
- Dang tinh khiét hay dang kim loai long hay hoi trong khong khi.
- Dang hop chat v co trong cac quing nhu Cinnabar (dang sunfua), trong cac khoang
vat nhu: Than sa (HgS), Timanic (HgSe), Colodoit (HgTe), Livingstonite (HgShs O7),
Calomel (Hg2Cl)...
- Thay ngan c6 thé két hop vai carbon tao thanh hop chét thiy ngan hiru co nhu:
dimethyl thiy ngan, phenyl thay ngan, ethyl thiy ngan va pho bién nhat 1a methyl thay
ngan. Thay ngan hitu co 1a nguyén nhan chinh gay 6 nhiém thuy sinh vat.

Do c6 kha ning bay hoi ¢ diéu kién thudng, thuy ngan bbc hoi tir dat, d4, nuéc
vao khéng khi rdi duoc gid, dong chay séng sudi van chuyén di khip noi. Cac hoat
dong nhu khai thac mo, ndu kim loai, san xuat xi mang, nganh coéng nghiép sir dung
than 1am ngudn nhién liéu, hoa tang, xtr ly hoa chat va chat thai y té, tinh ché vang....
gop phan quan trong gay 6 nhiém thuy ngan.

Céc sinh vat duéi nudc (ca, tém, cua, s0, hén...) tich luy thuy ngan trong co thé
chung, thuong 1a dang methyl thuy ngan rat doc. Giun dat ciing tich luy thuy ngan,
mot s6 loai ndm ciing c6 chira thuy ngan [38], [41], [93].

% Ung dung:

Thuy ngan duoc (ng dung rong rii trong doi séng va san xuat cong nghiép. Mot
luong 16n thiy ngan duoc st dung 1am dién cuc trong cdng nghiép san xuit Clz va
NaOH bang phuong phap dién phan. Thiy ngan ciing duoc sir dyung trong nhiéu nha
may thiét bi dién: dén thuy ngan cao 4p, bong dén X-quang, pin, dung cu ngat dién. ..
Ngoai ra thuy ngan con dugc si dung trong xa 1y quing vang, bac, dung dé ché céc
hdn hong, cac may do (nhiét ké, ap ké, dién cuc Calomel...) [27], [30], [34], [41].

Thiy ngan dugc sir dung lam thudc tir 1au: [33], [41]: Chu sa, Than sa (HgS) 1a
vi thudc c6 cong dung tran tam, an than. Thuy ngan (1) clorid (HgClo); thuy ngan (11)
oxyd (HgO); thuy ngan (Il) iodid (Hgl.); thuy ngan (I) acetat, thuy ngéan (1) clorid
(HgzCl2) duoc 1am dung thudc sat tring, diét ndm va vi khuan, thuéc loi tiéu, thudc
nhuan trang. Trude day, thuy ngan vo co dugc ding rong réi trong san xuat xa phong
va kem lam triang da. Mot sé hdn héng thuy ngan ding trong nha khoa.

% Tac dung sinh hoc va doc tinh cua thiy ngan:

boc tinh cua thuy ngan phu thuc vao dang hoa hoc cua no[27], [30], [34], [41],
[93].

- Thay ngan nguyén t6 long 1a it doc tuy nhién thay ngan bay hoi ¢ nhiét do
thuong va véi mot luong 16n nén co thé gay doc. Gan 80% hoi thity ngan hit vao duoc
giit ngay lai co thé, hap thu vao phdi va tir ¢6 xdm nhap vao ndo gay réi loan than kinh
trung wong.

- Thity ngan v6 co kho xam nhép vao co thé (dudi 0,001%) va it anh huong toi
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hé than kinh trung wong, bao thai. Tuy nhién néu an phai mot lugng 16n thuy ngan vo
co ciing gay ton thuong than.

- Thuy ngan hiru co thudng duoc tich lily trong cac day truyén thuc pham dic
biét tich lity trong ca voi ndng d6 cao gap hang nghin 1an so véi luc dau. Khi lién két
Vvé6i cystein (mot loai axit amin c6 chira nhém SH) thay ngan methyl dé dang hap thu
qua duong tiéu héa. Do dé hoa tan trong m& nén hop chét nay c6 thé xam nhap vao hé
than kinh trung wong gay rdi loan hoat dong cac co quan.

- Mit khac can hét sic cha y khi methyl thiy ngan ton tai trong co thé phu nit
mang thai vi su hap thu cua bao thai nhay cam hon ngudi 16n rat nhiéu: gay ra su phé
hoai khéng hdi phuc hé than kinh trung wong bao gdm sy phan liét than kinh, kém phat
trién tri tué, co giat. Nhiém methyl thay ngan ciing din dén nhiém sic thé bj phan lap,
pha v& nhiém sac thé va ngan can su phan chia té bao.

Két qua nghién cau cho thdy di xdm nhap vao co thé qua dudng nao thi thay
ngan ciing qua mau va tich liiy nhiéu nhat & than. Hau hét cac dang thiy ngan sau khi
xam nhap vao cac té chic déu tich lity dudi dang ion Hg?*. Thuy ngan (11) khéng qua
dugc mang sinh hoc nhung do ¢6 4i lyc manh véi nguyén tir S nén n6 dé dang két hop
véi cac axid amin chira S cua protein (Hemoglobin, Albumin). Pac biét nd 1am bat
hoat cac Enzym c6 chira nhom thiol can thiét cho co thé theo phan tng sau:

] ]
HS SH + HgCl, —— S-Hg-S + 2HCI
(nhom thiol ciza Enzym) (Enzym b; bat hogt bai Hg)

Dua vao dic tinh trén cia Hg?* nguoi ta dua ra bién phap diéu tri nhiém doc thay
ngan dic hiéu bang cac chat chira nhdm thiol ¢6 i luc manh véi thuy ngan (nhu BAL).
% Mét s6 phirong phdp dinh lirong thuy ngan

- Phuong phap chuan do Dithizon [4], [117]: Nguyén tic: Thuy ngan ¢ dudi
dang Hg*? két hop véi anion CI- tao thanh hop chét it phan ly: Hg*2+ 2CI- = HgCl» va
khi dat dén diém tuwong duong, phat hién mot luong thira Hg+2 bang chi thi
diphenylcarbazol (diphenylcarbazol két hop véi Hg*2 thanh tia mau xanh).

- Phuong phép quang phd hap thu UV — VIS [6], [21], [34]:

Nguyén tic: Hoa tan chét phan tich vao mot dung méi thich hop sau dé cho tac dung
véi thude thir & mot diéu kién nhat dinh dé tao ra mot phac chat cho phé hap thu te
ngoai hoic kha kién. Sau d6 tién hanh do mat do quang cta dung dich d6 [6], [34]. Vi
thily ngan nguoi ta dung phuong phéap nay dua trén co sé phan tng cua Hg?* véi dung
dich KI tao Hglz. Sau d6 Hglz két hop véi Cul tao phic mau hong Cuz[Hgls]. Thay
ngan ciing c6 thé tao phic véi Dithizon & pH tir 0,5 — 1 trong dung mdi CCls va do
mat do quang & budc song 485nm. Tuy nhién, phuong phap do quang it duoc sir dung
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dé phan tich thuy ngan vi kha niang phat hién kém khi ham lugng thiy ngan trong mau
thap (107) [87].

- Phuong phéap quang pho hap thu nguyén ti [2], [20], [22], [81], [93]: Phuong
phap hay duoc st dung nhit dé dinh lwong, phét hién thuy ngan 1a phuong phap AAS
str dung k¥ thuat hoa hoi lanh (Cold evaporation): Luong thuy ngan c6 mat trong mau
m§ pham dugc chuyén vé dang Hg?* hoa tan nho qué trinh v6 co héa mau bang cac tac
nhé&n oxy héa (HNOz dac, H202 30%, dung dich KMnOj4 5%...). Trong moi truong acid
manh, Hg?* s& tac dung véi tdc nhan kha (SnCl, hay NaBHa trong moi truong acid
manh) tao thanh hoi thuy ngan tuy do ngay ¢ diéu kién nhiét d6 thuong, cé thé phat
hién truc tiép bang phuwong phap quang phd hap thu nguyén ti.

Phuong phép hoa hop ASEAN ACM THA 05 di st dung phuong phap nay dé
phét hién thay ngan trong my pham [50].

1.3. MOT SO KY THUAT THUONG DUNG TRONG KIEM NGHIEM MY PHAM

1.3.1. Mot sb ky thuat phan tich my pham [47]
% C4c ky thugt sdc ky: bao gom ca HPLC, GC, TLC, HPTLC...
- Dinh tinh, dinh lwong cac thanh phan chat mau, chét loc tia UV, chat bao quan,
tinh dau, cac vitamin...
- Phét hién sy c6 mat cua cac chat bi cam sur dung (corticoid, chat mau, tretinoin,
dung méi doc...)
% C4c ky thudt quang phé:
- UV-VIS: Pinh tinh, dinh luong c4c thanh phan chat mau, chat bao quan, danh
gia chi s6 chéng ning SPF
- AAS, ICP: Xac dinh cac kim loai nang (As, Pb, Hg, Cd...)
¢ Cac ky thugdt khéc:
Phan tich nhiét (DSC, TGA, ti say...): Panh gia do 6n dinh, thé chat ché pham...
Cac ky thuat vi sinh: Panh gia gi¢i han vi sinh vat, hiéu qua chat bao quan...
- Ky thuat xac dinh chi tiéu chit luong khéac: do nhét, do dong nhat...
- Ky thuat xac dinh chi tiéu an toan: kich tng da, mat...
1.3.2. Mt s6 phwong phap héa 1y dwec ASEAN ding trong phan tich my pham
1.3.2.1. Sdc ky l6p méng (TLC)

Sic ky 16p mong (TLC) 1a mot ki thuat tach céc chat duoc tién hanh khi cho
pha dong di chuyén qua pha tinh trén d6 da cham hdn hop céc chat can tach. Phuong
phap sic ky 16p mong duoc ding dé dinh tinh, thir tinh khiét va doi khi dé ban dinh
lwong hoidc dinh lugng hoat chat thudc. TLC thudng dugc st dung nhu mot phuong
phap sang loc do nd khdng thé cho két qua dinh luong chinh xac. Hon nita giGi han
phat hién cua phuong phap thuong rat 16n (46 nhay kém). Pé dinh tinh mot chat
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thuong phai dugc so sanh véi chat chuan véi mot sé hé dung méi khai trién khéac nhau.
Cac phuong phdp hoa hop ASEAN da tng dung k¥ thuat TLC trong phén tich my
pham: phat hién cac chat mau, hydroquinon, tretinoin va cac glucocorticoid. Pa sb cac
chat nay déu c6 cau tric phan tir ¢ chira nhan thom va cac ndi doi nén c6 hap thy anh
séng tir ngoai va kha kién, co thé phat hién bang cach kiém tra ban moéng duéi énh
sang thuong (cac chit mau), anh sang dén tir ngoai & budc séng 254 nm hozc 366 nm.
- Phuwong phdp hoa hop ASEAN ma s6 ACM SIN 02:

ACM SIN 02 (duoc ban hanh ngay 02/12/2005) [52] cho phép dinh tinh 3 chat
mau (MY, PO5, RB) gém cac budc tién hanh nhu sau:

Duing hén hop caa N,N-dimethylformamid (DMF) véi acid phosphoric (95 : 5)
dé hoa tan mau thir. Chuan bi mau ngay trude khi dung. Chu ¥, d6i véi mau c¢6 PO5 ¢6
thé chiét bang dicloromethan (DCM), néu can c6 thé dun néng & 90°C trong 1h dén
khi hoa tan. Véi san pham my pham dau, chiét loai bo chat béo bang n-hexan (chiét
long- 1ong). Dich chiét dugc loc qua mang loc 0,45um dé dung cho TLC va HPLC.

Dung dich metanil yellow va rhodamin B chuan: Hoa tan cac chat chuan trong
methanol hoic N,N-dimethylformamid (DMF) hoic hdén hop cua N,N-
dimethylformamid (DMF) véi acid phosphoric (95 : 5). Chuan bi ngay truéc khi ding
dé c6 duogc dung dich chuan véi ndng do khoang 0,2 mg/ml.

Dung dich Pigment orange 5 chuan: Hoa tan PO5 chuan trong dicloromethan dé
dugc dung dich ¢6 nong d6 0,1 mg/ml.

C6 thé sir dung 6 hé dung mai trién khai sic ky: trong d6 Hé 1 dung dé dinh
tinh Pigment orange 5, cac hé con lai diung dé dinh tinh metanil yellow (MY) va
rhodamin B (RB) trong cac san pham my pham c6 mau:

- Hé 1: Dicloromethan (methylen clorid)

- Hé 2: Ethyl acetat - methanol - hén hgp amoniac/nuéc (3/7) (15 : 3 : 3)
- H¢ 3: Ethanol - nuéc - isobutanol - amoni hydroxyd (31 :32:40: 1)

- Hé 4: Isopropanol - amoniac (100 : 25)

- H¢ 5: n-butanol - ethanol - nuéc - acid acetic (60 : 10 : 20 : 0,5)

- Hé 6: Dicloromethan (methylen clorid)

- Hé 7: Ethyl acetat - n-butanol - amoni hydroxyd (20 : 55 : 25)

Phat hién cac vét va so véi vét thu duoc tir dung dich chuan twong (ng bang
quan sat dudi anh sang thuong: PO5 cho mau cam, MY cho mau vang, RB cho mau
hong sang. Dic biét, khi soi ban méng duéi anh séng tir ngoai & budc séng 254 nm,
vét cia RB cho huynh quang mau hng sang choi.

Giéi han phat hién ciia phuong phap tinh trén 1g mau my pham la 133-140 ug
cho PO5, 33 -100 pg cho MY, 266 - 800 pg cho RB.
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- Phuong phép hoa hop ASEAN ma sé ACM INO 03

ACM INO 03 (duoc ban hanh ngay 02/12/2005) [54] dung dé dinh tinh
Hydroquinon bang TLC:

Hoa tan hydroquinon trong ethanol dé thu dugc dung dich c6 néng d6 2 mg/ml,
cham 20 pl réi trién khai sic ky trong 2 hé dung méi la:

- H¢ 1: n-hexan — aceton (3 : 2)
- H¢ 2: Toluen — acid acetic khan (8 : 2)

Phat hién vét bang cach quan sat ban mong dudi dén tir ngoai & budc song 254
nm hogc phun dung dich bac nitrat 5% trong nudc vira mai pha hoac phun dung dich
acid phosphoric 5% trong ethanol.

- Phwong phdp hoa hop ASEAN ma sé ACM SIN 01

ACM SIN 01 (dwoc ban hanh ngay 02/12/2005) [51] dung dé dinh tinh tretinoin
bang TLC: Hoa tan tretinoin trong methanol dé dugc dung dich c6 nong do 1 mg/ml,
cham 5 pl, trién khai sic ky véi cac hé dung moi sau:

- Hé 1: n-hexan — acid acetic 0,33% trong ethanol tuyét di (9 : 1)

- Hé 2: n-hexan — aceton (6 : 4)

- Hé 3: Cyclohexan - ether ethylic - aceton - acid acetic (54 : 40: 4 : 2)

Phat hién vét bang soi dudi dén UV ¢ budc séng 254 nm va phun dung dich
acid phosphomolypdic 5% trong ethanol tuyét dbi.

- Phuwong phdp hoa hop ASEAN ma s¢ ACM MAL 07

ACM MAL 07 (dwoc ban hanh ngay 2/12/2005) [55] dung dé dinh tinh
hydrocortison acetat, dexamethason acetat, betamethason, betamethason 17- valerat va
triamcinolon acetonid bang TLC: Hoa tan cic chat trong methanol dé duoc dung dich
c6 néng d6 2 mg/ml, cham 20 pl réi trién khai sac ky trong hé dung moi la:
Diclorometan — methyl acetat - nugc (100 : 50 : 50), lic ky, lay 16p dudi.

Phat hién vét bang soi dudi dén UV & budc séng 254 nm va phun dung dich
anisaldehyd trong acid sufuric (c6 thé phun dung dich xanh tetrazolium trong kiém)

Véi tat ca cac phuong phép dinh tinh da néu, dé két luan dinh tinh chac chan
ngoai két qua cua phuong phap TLC (gia tri Re, mau sic vét thir phai gidng vét chuan),
ASEAN yéu cau can cd két qua ciia phuong phap sic ky 16ng hiéu ning cao: thoi gian
lwu ciia pic va phé thu duoc tir dung dich thir phai trong duong thoi gian luu cuia pic
va pho thu dugc tir dung dich chuan.
1.3.2.2. Sdc ky léng hiéu ning cao (HPLC)

% Nguyén tic ciia qud trinh sdc ky [3], [6], [15], [31]

Phuong phap sic ky long hiéu niang cao (HPLC: High Performance Liquid

Chromatography) 14 k§ thuat phan tich nham tach, dinh tinh, dinh lwong cac chat dya
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trén 4i lyc khac nhau giita cac chit co trong hdn hop véi hai pha ludn tiép xtic nhung
khong hoa 1an vao nhau 1 pha tinh va pha dong.

Khi nap mau phan tich gdm hdn hop 2 chat A, B (c6 thé nhiéu hon) vao cot
phan tich thi két qua 1a 2 chit A, B s& dugc tach ra khoi nhau nhd pha dong va duoc
rira giai ra khoi cot. Ty thudce vao ban chat ciia pha dong, pha tinh, chit phan tich ma
céc chat duoc ria giai ra khoi cot voi tdc dd khac nhau.

% Cdc phwong phdp HPLC dwec ASEAN dung trong phan tich my phdm

Trong nhimg nim gan ddy, phuong phap HPLC déng vai trd rat quan trong
trong viéc tach va phan tich cac chat trong nhiéu linh vuc khac nhau, nhit 1a cac linh
vuc hoa dugc, sinh hoa, héa thuc pham, héa dau, hda hoc cac hop chat thién nhién,
ndng hda... dic biét 1a phan tich lwong vét cac chat trong céc nén mau phic tap.

- Phdt hién cdc chdt mau cam:Phuong phap hoa hgp ASEAN ma sé ACM SIN 02 [52]
dinh tinh céc chat mau bang phuong phap HPLC néu ra nhu sau:

- Chuan bj dung dich thir va dung dich chuan: nhu phan chuan bi miu dé ap dung
phuong phap siac ky 16p mong (xem muyc 1.3.2.1.).

- Pha dong: Dung dich tetrabutylammonium (TBA) 0,005 M — nuéc (75 : 25)

Dung dich tetrabutylammonium 0,005 M dugc chuan bi nhu sau: Hoa tan 2,8 ¢
kali hydroxyd trong 10 ml nudc, thém 65 ml dung dich tetrabutylammoium hydroxid
20% (Merck), thém nuéc vira di thanh 100 ml. Biéu chinh téi pH 7 voi acid
phosphoric thu dugc dung dich TBA 0,5 M. Dung dich nay co chira 0,385mol TBA va
0,385 mol kali hydroxyd. Hoa lodng 10 ml dung dich TBA 0,5M nay vé&i methanol
thanh 1 lit, lic déu, dung dich trg 1én duc, dé yén vai gio, loc qua mang loc 0,45um.

- Piéu kién sic ky: Cot sac ky: Hypersil ODS (C18), 5um, 200 x 4,6 mm hoic tuong
duong. Nhiét d6 cot: 30 °C. Toc do dong: 1 ml/ phat. Bude séng phat hién: 435 nm
cho MY; 535 nm cho PO5 va RB. Ving doc phd: 275 — 760 nm. Thé tich tiém: 10 pl.
Thoi gian sic ky: 35 pht.

- Gidi han phét hién cua phuong phap: Pigment orange 5 la 153 pg/g; metanil yellow
14 70 ng/g va rhodamin B 1a 800 pg/g.

- Pinh tinh, dinh lwong hydroquinon: Phuong phap hoa hop ASEAN ma s6 ACM INO
03 [54] (duoc ban hanh ngay 02/12/2005) ding d dinh tinh, dinh lwong hydroquinon
bang HPLC:

Chuan bi dung dich thir: Can chinh xac khoang 1 g mau, hoa tan roi thém vira
da 50 ml bing pha dong, loc trong qua gidy loc 0,45 um (ly tdm néu can).

Dung dich chuan: Hoa tan hydroquinon chuéin trong pha déng dé dwoc dung
dich ¢ néng do 0,1 pg/ml.
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Diéu kién sic ky: Cot sac ky: Cot thép khong ri, duoc nhoi pha tinh ODS, 150 x
4,6 mm, 10 pm. Pha dong: methanol — nudc (55:45). Toc d6 dong: 1 ml/phat. Budc
séng phat hién: 295 nm. Thé tich tiém mau: 20 pl

Tinh két qua bang cach so sanh dién tich pic thu dwoc tir dung dich thir véi pic
thu duoc tir dung dich chuan. Phuong phéap ciing néu yéu ciau: miu c6 ham luong
hydroquinon khoang 2,0% thi d6 1ap lai cia phuong phap (bao gom ca do lap lai trong
ngay va do tai lap déu co do léch chuan RSD < 2% )

- Phat hién tretinoin: Phuong phap hoa hop ASEAN ma s ACM SIN 01 [51] (duoc
ban hanh ngay 02/12/2005) dung dé dinh tinh tretinoin bang HPLC.

Chuan bj dung dich thir: Can chinh xac khoang 1 g mau kem vao éng ly tam 30
ml da duogc bao bai phoi nhém, thém 10 ml methanol, lic co hoc trong 5 phut. Bé lanh
trong nudc da 15 phut, loc, bo vai mililit dich loc dau, dich loc sau khi loc qua gidy loc
dugc loc qua mang loc 0,45 pm.

Dung dich chuan: Hoa tan tretinoin chuan trong methanol dé dugc dung dich c6
ndng d6 0,05 mg/ml.

biéu kién sic ky: Cot sic ky Hypersil ODS — C18, 5 um, 200 x 4,6 mm hoic
cot co tinh ning twong duong. Nhiét d6 cot: 30°C. Pha dong: hon hop cia methanol —
nudc - acid acetic (85:15:0,5). Toc do dong: 1,4 ml/phit. Buge song phét hién: 353 nm.
Thé tich tiém mau: 20 pl. Thoi gian sac ky: 30 pht.

Trong qui trinh phan tich nay, ASEAN di néu rd: dinh tinh bang céch so sanh

thoi gian luu va phd cua pic thu dugc tir dung dich thir véi pic thu duoc tir dung dich
chuan. Phuong phap nay ciing dugce dung dé dinh luong tretinoin, chi y ndng d6 dung
dich thtr va dung dich chuan can twong duong, khong khac nhau qué 10%.
- Pinh tinh cac Glucocorticoid: Phuong phap hoa hop ASEAN ma sé ACM MAL 07
[55] (duoc ban hanh ngay 02/12/2005) dung dé dinh tinh hydrocortison acetat,
dexamethason, betamethason va triamcinolon acetonid, betamethason 17-valerat bang
HPLC.

Chuan bi dung dich tha: Mau kem c6 chta cac chat corticoid dugc chiét véi
methanol, bay hoi dung dich toi cin rdi hoa tan cin trong mot thé tich dinh muc
methanol, loc trong qua gidy loc va qua mang loc 0,45 um (ly tdm néu can).

Dung dich chuan; Hoa tan cac chat chuan hydrocortison acetat, dexamethason,
betamethason va triamcinolon acetonid trong methanol dé duoc dung dich c6 néng do
Img/ml.

Diéu kién sic ky: Cot sic ky: cot thép khdng gi, nhdi pha tinh ODS, 10 pm, 250
X 4,6 mm. Budc song phét hién: 245 nm. Thé tich tiém mau: 20 pl. Téc do dong: 1,2
ml/phut. Pha dong: Acetonitril - nudc theo chuong trinh gradient dung moi: ACN :
nuéc (30 : 70) dén phat the 15, thay doi tuyén tinh vé& ACN : nudce (60 : 40) dén pht
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th 21, vé ACN : nudc (50 : 50) phit thir 30 va tré lai ACN : nudc (30 : 70) & phit
tha 35.
Thoi gian lwu cia cac pic lan luot 1a: betamethason (15 phut), dexamethason
(16 phat), triamcinonol acetonid (19 phat), hydrocortison acetat (20 phut),
Betamethasonl17-valerat (22 phut).
Bang 1.2. Gidi han phat hién va gidi han dinh lirong cua cac chat Glucocorticoid

Tén chat LOD (mg/ml) | LOQ (mg/ml)
Hydrocortison acetat 0,02 0,07
Triamcinolon acetonid 0,04 0,13
Betamethason 0,05 0,15
Dexamethason 0,05 0,16
Betamethasonl17-valerat - -

ASEAN ciing néu rat rd ndi dung can béo céo khi co két qua phan tich cac chat
cam: Néu két qua thap hon LOD: “Khéng phat hién thay”, néu két qua cao hon LOD
nhung thap hon LOQ: Can bao cao “Phat hién thdy nhung thap hon LOQO”.
1.3.2.3. Quang phé hdp thu nguyén tir

Sy phat hién hiéu ung hap thu nguyén tir dugc cong bd lan dau tién vao nim
1802 khi Wollaston nhan thiy nhiing vach t6i trong pho 4anh sang mat troi. Nam 1961,
ngudi ta bit dau san xuat hang loat phd ké hap thu nguyén tir ¢6 tng dung phan tich.
Trong nhitng nim gan ddy, phuong phap quang phd hip thu nguyén tr (Atomic
Absorption Spectrometry — AAS) da dugc tng dung kha rong rai dé xac dinh kim loai
trong cac mau quang, dat, d4, nude, cdc miu cla y hoc, sinh hoc, cac san phém cong
nghiép, rau qua, thuc phim; cac nguyén t6 vi lwong trong phan bén, thirc an gia suc...
Trong nganh Duoc ciing da ap dung phuong phap AAS dé dinh luong cac nguyén t6 vi
lugng trong cac ché pham thude, xac dinh gidi han cac kim loai doc trong cac dugc
lidu, ta duoc va nguyén lidu lam thude [36], [63], [71].
¢ Cac qua trinh thuc hién trong phép do AAS [22], [24]

- Nguyén tac: Mubn thuc hién dugc phép do quang phd hip thu nguyén tir (AAS) can
phai c6 cac qua trinh sau:

- Chon cac diéu kién va trang thiét bi pht hop dé chuyén miu phan tich tir trang
thai ban dau sang trang thai hoi ctia nguyén tir tu do.

- Chiéu chum tia sang thich hop (véi nguyén té can phan tich va con duge goi
la buc xa cdng hudng) qua ddm hoi nguyén tir vira tao ra ¢ trén. Pam hoi nay chinh la
moi trudng hap thu birc xa. Cac nguyén tir cia nguyén td can phan tich trong dam hoi
s& hdp thu mot phan brc xa va tao ra phd hap thy nguyén tir. Phin birc xa bi hap thu
phu thudc vao nong d6 ctia nguyén tir d6 trong moi truong hap thy.
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Do d6, qua trinh nguyén tir hoa mau anh hudng truc tiép dén két qua phan tich
mot nguyén t6. Muc dich ctia nguyén tir hoa mau 1a tao ra duoc dam hoi cac nguyén tir
tu do tir mau phan tich véi hiéu suat cao va 6n dinh dé phép do dat két qua chinh xéac
va do lap lai cao.

- Nho cac bo phan cia may quang phd ma ngudi ta thu, phan ly va chon vach
phd cua nguyén t6 can nghién ctru va do cudng do ctia nd. Cudng do do chinh 1a tin
hiéu hap thu ciia vach phd hap thu nguyén tir. Trong mdt giGi han nhét dinh ciia nong
d6 C, gia tri cudng do ndy phu thudc tuyén tinh vao ndéng dé C cua nguyén td trong
mau phan tich theo phuong trinh (4).

- Trang bi cua phép do [22], [23], [24], [80], [86]

Mot cach tong quat ¢6 thé minh hoa hé thong may do AAS gdém 4 phan chinh

mo ta nhu so d6 trong hinh 1.4:

[\

Hinh 1.4. So dé nguyén tdc cdu tao hé thong may AAS.
- Phan 1: Ngudn phat tia phat xa cong huong dé chiéu vao méi trudng hap thu chira

cac nguyén tir ty do ctia nguyén td. Ngudn co thé 1a deén catot rdng (HCL-Hollow
Cathode Lamp), dén phong dién khong dién cuc (EDL-Electrodeless Discharge Lamp)
hoac nguén phat buc xa lién tuc da dugc bién diéu, cac loai nguén don sic khac (6ng
phat xa dac biét, tia lader).
- Phan 2: Hé théng nguyén tir hda mau phan tich. Hé théng nay dugc ché tao theo ba
loai k¥ thuat nguyén tir hoa mau, do la:

- K§¥ thuat nguyén tir héa mau bang ngon lira (phép do F-AAS): gém 2 phan
chinh: budng aerosol héa (Nebulizer system) va dén nguyén tir ha mau (burner head)

- K§ thuat nguyén tir hoa mau khong ngon hira (phép do ETA-AAS): gém 3
phan chinh: cuvet hay thuyén tantan (Ta), ngudn ning luong va bo diéu khién.

- K§¥ thuét hoa hoi lanh (phép do CV-AAS) gdm: binh phan ung, cuvet thach
anh va b¢ diéu khien.
- Phan 3: M4y quang pho (hé quang va detector): c6 nhiém vu thu, tan sic va chon tia
sang (vach phd) can do huéng vao nhin quang dién dé phat tin hiéu hp thu AAS cua
vach phd.
- Phan 4: Bo phan Readout 1a by phan dé chi thi két qua do phé AAS. By phan nay co
thé 1a mot dién ké chi nang luong hap thy ctia vach phd hay mot méay tu ghi, mdy in,
may tinh...
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% Cdc phwong phdp vé co héa mau [4], [6], [17], [20], [22], [117]

Céc nguyén tb trong mau phan tich thuong ¢ dang hop chét hitu co hodc hop
chét v co nhung c6 1an cac tap chat hitu co. Trude khi dinh luong thong thuong, miu
duge vo co héa va chuyén cac nguyén to can xac dinh vé dang mudi vo co hoa tan
trong dung dich do. Cac phuong phap sau hay dugc dung dé vo6 co hoéa miu: Vo co
hoa kho, v6 co hoa udt, vo co hoa trong 10 vi song va 1én men.

- Phuong phdp vé co hod kho:

Nguyén tic: D6t chay cac chat hitu co c¢6 trong mau phén tich dé giai phong kim
loai ra dué6i dang oxit hoic mudi ciia chung bang nhiét. Sau d6, hoa tan cdn trong acid
dé tao dung dich.

Phuong phap nay thuc hién don gidn, v0 co hoa dugc triét dé nhung c¢6 nhugc
diém chinh 14 nhiét do tro hoa cao (khoang 500 °C - 600 °C) nén lam mat cic nguyén
t6 dé bi bay hoi nhu: Pb, Cd, Se, As, Hg... thoi gian xir Iy mau kéo dai. Nguoi ta khac
phuc béng cach cho thém chit bao vé nhu Mg(NO3)2 hodac KNOs3 va chon nhiét do
thich hop.

- Phwong phap vo co hod uot:

Nguyén tic: OXy hoa chat hitu co bang mot acid hodc mot hdn hop acid cé tinh
oxy hoa manh thich hop.

Phuong phap nay rat ngin duge thoi gian phén tich so véi phuong phép vo co
hoa kho, bao toan dugc chat phan tich (vi nhiét d6 vo co hoa khong cao) nhung phai
ding mot luong acid 16n (thudng gip 3 dén 5 1an mau). Vi vay, phuong phap nay doi
hoi cac acid st dung phai c6 do tinh khiét cao, thoi gian v6 co hoa trong d6i dai.

- Phuwong phdp vé co hod mdu trong 16 vi séng:

Nguyén tic: Dung nang luong vi song, trong diéu kién kin, ap suat cao, nhiét do
cao VA C4cC tac nhan oxy hoa, nén miu s& dé dang duoc vo co hoa.

Pay 1a phuong phap xt 1y mau hién dai nhat hién nay, lam giam déng ké thoi
gian xir Iy mau, khong mat mau va vo co hoa triét dé, ¢ thé vo co hoa nhiéu mau cing
mot ddi tuong cung mot lac. Co thé diéu khién qua trinh v6 co hod tir xa béng mot
may vi tinh do d6 1am ting d6 an toan cho ngudi st dung va do tin cy cua hé thng.
Tuy nhién, phwong phéap ndy chi v6 co hoa dugc mot lwong mau nhoé va doi hoi thiét b
dat tién.

- Phuong phdp lén men.

Nguyén tic: Hoa tan mau thanh dung dich huyén phu, thém men xuc tac va 1én
men & nhiét d§ 37°C - 40 °C trong thoi gian 7 - 10 ngay. Trong thoi gian 1én men, cac
chat hitu co bi phan huy thanh khi CO,, acid, nu6c va giai phong kim loai trong hop
chat hitu co dudi dang cation trong dung dich nuéc.
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Phuong phap 1én men 1a phuong phap v co hod miu ém dju, khéng can hoa
chat, khong lam mat nguyén t6 can phan tich, rat thich hop cho viéc phan huy céac
mau dudng, nude ngot, nudce giai khat, tinh bot nhung thoi gian xir Iy mau lau va phai
chon duoc loai men thich hop.

- Phuong phdp chiét

Nguyén tic: dung mdt dung moi thich hop c6 kha ning tao phirc hodc hoa tan
chon loc nguyén t6 can phan tich dé tach riéng nguyén t6 nay ra khoi nén mau.
% CAac tdc nhin vé co hoa [22], [24], [79], [81], [117]

Khi xir Iy miu bang phuong phap v co hoa udt va trong 16 vi song thi viée lwa
chon céc tac nhan oxi hod phai cin ¢t vao kha ning, dic tinh oxy hoa cta thude thir va
d6i twong mau.

Acid Nitric (HNO3): 14 tac nhan oxy hoa manh ding dé oxy hoa cac chét hitu co,
dugc sir dung rong rii dé giai phong cac nguyén td tir cac cdt sinh hoc va thuc vat.
Nhiét do s6i la 120°C.

Acid sulfuric (H2SO4): ¢6 tinh oxy hoa manh, nhiét d6 s6i 339°C, c6 kha nang
pha huy hoan toan hau hét cac chét hitu co, c¢6 thé phdi hop voi HNOs.

Acid percloric (HCIO4): c6 tinh oxy hoa manh, c¢6 thé dn mon cac kim loai,
khong phan mg véi cac acid khéac, pha huy dugc cac hop chat hitu co. HC104 gy nd
manh khi tiép xtic v6i nguyén liéu hitu co va chit vo co dé bi oxy hoa nén phai oxy
hoa bang HNO; trudc khi str dung HC1O4, nhiét do soi 1a 200°C.

Ngoai ra, acid hydrocloric, acid hydrofluoric, hydroperoxyd ... cling dugc dung
lam tac nhan oxy hoa.

Trong nhiéu trudng hop, phai st dung hdn hop céc acid dé dat dugc muc dich vo
co hod. Cac hon hgp hay duoc sir dung: acid sulfuric - hydroperoxyd; acid nitric -
hydroperoxyd; acid sulfuric - acid nitric; acid sulfuric - acid nitric - acid percloric;
acid nitric - acid percloric; acid sulfuric - acid nitric - acid hydrocloric; acid sulfuric -
acid nitric - acid hydrofluoric.
¢ Cdc ky thudt thwong dung trong AAS: [22], [24], [79], [81]

- K3 thudt nguyén tir hod mau bang ngon lira (F — AAS)

Nguyén tac: Dung nang lugng nhiét cua ngon Itra dén khi dé dot chay mot hon
hop khi c6 chtra dung dich mau & thé sol khi, dé hoa hoi va nguyén tir hoa mau phan
tich.

Dic diém: Ky thuat ndy ra doi dau tién, c6 thé xac dinh nhanh, chinh xac
khoang 65 nguyén té véi do nhay c¢& ppm. Do nhay cua ky thuat nay kém k¥ thuat
nguyén tir hoa khong ngon lira nhung lai c6 @6 6n dinh cao hon.

Trong phép do F - AAS, moi qua trinh xay ra trong khi nguyén tir hoa mau phu
thudc vao céac tinh chit va dic trung cua ngon lura dén khi, chu yéu la nhiét do cua
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ngon Itra. Nhiét d§ ctia ngon Itra lai phu thudc rat nhiéu vao ban chét, thanh phﬁn cua
cht khi duoc dot chay va tdc d6 dan khi vao dé tao ra ngon lura.

Diéu d6 co nghia 1a tng voi méi hdn hop khi chay s& cho ngon lira ¢ nhiét do
khac nhau. Thanh phan cua hdn hop khi chay thay doi thi nhiét do ctia ngon lira ciing
bi thay d6i. N6i chung, nhiét do cta cac loai dén khi nam trong ving tir 1900 - 3300 °C.
Hai loai hon hop khi da va dang dugc sir dung pho bién trong phép do F - AAS 1a hdn
hop cta khong khi nén va acetylen hodc nito oxid va acetylen.

- C4c qua trinh xay ra trong ngon lira: DAy 1a mot qua trinh dong gém nhiéu qua
trinh xay ra lién tiép dong thoi voi nhau. Mau phan tich di chuén bi & trang thai dung
dich (vi du dang dung dich mubi MenXm), dugc tron déu voi khi mang va khi chay tao
thanh cac hat sol khi (thé aerosol). Sau d6, din hdn hop aerosol cing hdn hop khi dot
vao dau dbt. Dudi tac dung cia nhiét d6 ngon lira, dung méi trong cac hat sol khi bay
hoi lam cho MenXm trong dung dich chuyén thanh cac hat ran nho min. Cac hat MenXm
bi néng chay & nhiét d6 cao chuyén sang dang MenXm long. Tiép theo 1a qua trinh hoa
hoi va nguyén tir hoa v6i hai co ché chinh xay ra nhu sau:

1) Néu En < E,, ttc 13 nang luong hoa hoi En nhé hon ning lugng nguyén tir hoa
Ea thi cdc phan tirt MenXm s€ hod hoi. Sau d6 cac phan tir khi nay s€ bi phan ly (nguyén
tr hod) thanh cac nguyén tu tu do. Cac nguyén tir ndy s& hip thu btic xa tao ra phd
AAS cua no.

MenXm(long) — MenXm(khi) — nMe(khi) + mX(khi)

nMe’(khi) + n(hv) — phd AAS

Cac mudi halogenid, acetat, clorat va mdt s6 mudi nitrat cua cac kim loai
thudng xay ra theo co ché nay. Co ché nay cho phép do c6 do nhay va d6 6n dinh cao.

2) Néu En > E,, cac phan tir MenXm sé bi phan ly thanh nguyén tir. Sau d6, cac
nguyén tir méi hod hoi va hép thu tia birc xa dé tao ra phé AAS cua no.

MenXm(long) — nMe(ran, 16ng) + mX(ran, l1ong) — nMe® (khi)

nMe’(khi) + n(hv) — pho AAS

Mudi sulfat, phosphat, cacbonat, nitrat va silicat cta cac kim loai thudng xay ra
theo co ché nay. Co ché nay cho phép do c6 d6 nhay va do on dinh kém co ché 1 (tiéu
biéu 1a cac hop chat, mudi cacbonat cia kim loai kiém tho).

Bén canh qué trinh chinh nhu trén, trong ngon Itra con c6 cac qué trinh phu lam
anh hudong dén két qua cua phép do nhu:

- Qua trinh ion ho4 cia nguyén t6 phan tich, lam giam s6 nguyén tir tu do trong
ngon ltra, do d6 lam giam cuong dd cua vach hép thu.

- Qua trinh hép thu cta cac phan tir & trang thai hoi hodc cua cac hat mau rin
chua bi hod hoi trong ngon lira gdy nén sy hip thu gia.
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- Sy tao thanh céac hop chat bén nhiét: mot sd kim loai c6 thé hinh thanh cac hop
chat bén nhiét kiéu monoxid. Cac hop chat nay s& kho phan ly thanh cac nguyén tir tu
do trong ngon ltra den khi.

- Sy phat xa ctia mot ) nguyén tir c6 vach phat xa gﬁn voi vach phat xa cua
nguyén to phén tich s& sinh ra phd nén va su hap thu gia.

- Ky thudt nguyén tir hoa khong ngon liva (ET-AAS)

Nguyén tic: Qua trinh nguyén tir héa duoc thuc hién trong cuvet graphit va méi
treong khi tro (thuong st dung khi argon) va xay ra tirc thoi trong khoang thoi gian rat
ngin nhd ning luong cia dong dién cong suat 1on.

- Pic diém: K¥ thuat nay c6 do nhay rit cao, c6 thé xac dinh nguyén td can
phan tich & ndong do ng/ml (ppb). Pay 1a wu diém ndi bat cua k¥ thuat nay trong phan
tich cac nguyén té ton tai & dang vét (khong can lam giau mau, tranh nhiém ban, mat
mau...). Lugng miu nhd, chi can tir 10-50 pl.

- Céc qua trinh: Qua trinh xay ra theo 3 giai doan ké tiép nhau:

Giai doan 1am kho: D¢ 1am bay hoi dung méi hoa tan mau, chuyén mau vé dang
can kho ma khong 1am ban mat mau.

Giai doan tro hoa luyén mau: Dé tro hda nén mau (d6t chdy hoan toan cac chat
hitu co con lai sau giai doan vo co hdéa mau) nhung khéng duoc lam mat mau. Nhiét
d6 va thoi gian tro hda miu c6 anh hudng rit quan trong dén hiéu suit nguyén tir hoa,
vi vay can lya chon nhiét d6 tro hda mau phu hop, tao diéu kién cho giai doan nguyén
tir hoa mau dat hiéu suét cao va 6n dinh.

Giai doan nguyén tir hoa: 13 giai doan quyét dinh toi cuong do vach phd va
ciing chiu anh hudéng cta 2 giai doan lam kho va tro hda mau. Giai doan nay duoc thuc
hién trong thoi gian rat ngin (3-5 gidy), nhiét do duoc ting dot ngot (1800 °C -
2500°C/gidy) nham nguyén tir héa hoan toan nguyén t6 can phén tich trong khoang
thoi gian ngin nhat va cudi cing 14 1am sach cuvet.

- Ky thuat hoa hoi lanh: [2], [22], [24], [ 78]

Hai ky thuat nguyén tir h6a mau bang ngon lira va khong ngon lira déu sir dung
nang luong nhiét dé nguyén tir héa mau. Tuy nhién c6 mot sd nguyén td co nhiét do
nguyén tir héa miu rat cao, nghia 1 nhiét 46 chuyén tir dang ion vé dang nguyén tr tu
do cao nhung nhiét d6 bay hoi ciia ching lai rat thap. Do vay cac nguyén tir tw do s& bi
mat trong qué trinh do nhur:

Hg*?* ——» Hg? (hoi)
A3t —— As? (hoi)

K§ thuat hoa hoi lanh dya trén viéc chuyén cac nguyén t can xac dinh vé dang
hop chit hydrid hodc nguyén tir ty do d& bay hoi. K¥ thuat nay duoc ap dung cho céc
nguyén tb Hg, As, Se, Te, Sb, Sn, Bi... 1a nhitng nguyén t6 d& bay hoi nhd phan tng
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v6i chit khir ndo d6. Cac chat khur thuong duge dung 1a: bot Zn, bot Mg, NaBHa,
SnCls...
Phéan tng ctia NaBH4 va SnCl, véi Hg?* trong mau xdy ra nhu sau:
2NaBH4 + Hg? — Hg®+ BzHs + Hy + 2Na*
SnClz + Hg* —> Hg°+Sn* + 2CI
hodc phan g ctia NaBHa véi As®*
6NaBHs + As®*  —>  AsHsT + 3B;Hs + 3/2 HpT + 6Na*

Cac phan Ung trén dugc dién ra trong mot thiét bi kin, sau d6 duoc dan t6i
cuvet thach anh nam trén dudng sang cia dén catdt rdng nho mot dong khi day 1a Ar
hoac Na.

Do k¥ thuat hoa hoi lanh c6 do chinh x4c va do nhay cao, thao tac dé dang nén
dugc ap dung rat pho bién.

% Cdc yéu té anh hwong [22], [24]

Céc yéu t6 anh huong dén két qua phan tich trong phép do AAS rat da dang va
phirc tap, c6 khi xuat hién, ciing c6 khi khong xuat hién, c6 anh huéng hay khong 1a
tuy thudc vao thanh phﬁn ciia miu va nén cua nd. Xét mot cach toan dién, cé thé chia
thanh 6 nhom yéu td.

- Nhém 1: 1a cac thong sb ctua hé may do phd. Cac thong sb nay can dugc khao
sat va Iya chon cho tirng trudong hop cu thé.

- Nhom 2: 1a cac diéu kién nguyén tr hoa mau. Cac yéu to nay thé hién rat khac
nhau tuy thudc vao k¥ thuat duoc lya chon dé nguyén tir hod mau.

- Nhém 3: 1a cac anh huong vé phé nhu su hép thu nén, su chen 14n cua vach
phd va su hap thy cua cac hat ran.

- Nhdm 4: 1a céac k¥ thuat va phuong phap xur Iy mau. Day 1a mot cong viée quan
trong c6 thé lam mat hay nhidm ban thém nguyén t6 phéan tich vao miu gy cho két
qua phan tich khong dung véi thuc té cia mau (cic van dé& vé moi trudng lam viéc,
dung moi hoa chat chua du sach, mtc d6 tinh khiét cao, nudc dé phan tich, cac chét
chuan, xir Iy dung cu, phuong phap xir Iy mau chua phu hop...)

- Nhom 5: 1a cac yéu té vét Iy nhu d6 nhét va strc cing bé mit dung dich miu
thuong thé hién nhiéu trong phép do F - AAS, nhat 1a khi mau phan tich c6 nong do
16n. Cac yéu t6 khac nhu sy ion hoa va kich thich phd phat xa chi c6 y nghia khi phan
tich pho hap thu cuia kim loai kiém va kiém tho.

- Nhém 6: 13 cac yéu t6 hoa hoc nhu ndéng do acid va loai acid trong dung dich
mau, anh hudng cia cic cation va anion khac nhau trong dung dich, anh hudng cia
thanh phan nén va anh huong cua dung méi hiru co.
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Vi vay, dé két qua chinh xac va tin cdy doi hoi ngudi phén tich phai biét xir Iy
hoa hoc, tach loai, lam giau, tranh céc yéu td anh huong vé mat hoa hoc cling nhu vé
pho hap thy trong mdi truong hop.
< Mgt sé ieng dung ciia AAS trong phan tich my pham

Phuong phap AAS thuong duoc wng dung dé phan tich cac kim loai nang (As,
Cd, Pb, Hg...) dya trén nguyén tic: Cac chat hitu co trong mau dugc d6t chay hoan
toan bang phuong phap vo co hoa uét hodc vo co hoa kho hodc vo co héa trong 10 vi
song dudi ap sudt cao va xac dinh ham lwong cac nguyén té doc bing phuong phap
quang phé hap thu nguyén ti. Ché do do thuong l1a dung k§ thuat khdng ngon lua
(nguyén tir hda mau bang 16 graphit) [50].

- Chudn bi mau the

- Phuong phap vo co hoda trong 10 vi song (ap dung cho As, Cd, Pb, Hg): Cén
mot luong chinh xac 0,15 — 0,2 g mau vao cc teflon, thém 3 ml acid nitric dac, 1 ml
nudc oxy gia 30% (co6 thé thém 1 ml acid hydrocloric néu can). Pay nip cdc, dé yén
15 phat cho phan tng. Chuyén vao 10 vi song dé vo co hoa theo diéu kién sau:

Bang 1.3. Piéu kién vé co héa mau trong 10 vi séng

L 0ail mau C(‘)ng_suét cuc | Nhiét do téida (°C) | Ap suit tdi da Thoi gian
- dai (W) (bar) (phat)
Kem 800 250 75 50
Phan 1000 300 75 40
Son 900 200 75 50

Sau khi dé ngudi vé nhiét 6 phong, thém 20 ml nudc trao doi ion, trang ria ky
bén trong va nip cdc bang nude trao d6i ion. Loc qua gidy loc vao binh dinh mac 50
ml va thém nudc trao d6i ion cho du thé tich, lic déu.

- Phuong phap vo6 co hoa khé (itng dung cho As, Cd, Pb): Can mét lugng chinh
Xac 2,5 g mau vao coc silica, thém 3 ml dung dich magnesi nitrat 50%. Bbc hoi trén
cach thuy dén kho, dét chay can dén khi khdng con khéi roi d¢ét ¢ 500°C trong 3 gio.
Dé ngudi, thém 25 ml HCI 6M, khuiy déu, loc vao binh dinh mic 50 ml, thém nudc
vira du t6i vach dinh muc, lac déu dugc dung dich thir dé do As, Cd, Pb.

- Phuong phap v6 co hoa udt (tng dung cho Hg): Can mot luong chinh xac 2,5
g mau vao binh ¢ nat mai, thém 7 ml HNO; dic, dun néng trong cach thuy & 60°C
trong 3 gio, Dé ngudi va hoa lodng thanh 50 ml véi nuée, dé trong tu lanh 24 gio ddi
véi mau kem va son. Loc qua gidy loc. Dung dich duoc ding dé do Hg theo k¥ thuat
hoa hoi lanh.
- Ché d¢ do:

- Ché d6 10 grapit: tng dung cho As, Cd, Pb véi cac diéu kién do nhu sau:
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Bang 1.4. Ché dé do 10 graphit

ben cathod | 5 s6ng (nm) Nhiét do tro | Nhiét do nguyén | Thé tich mau
rong hoa (°C) tur hoa (°C) (uh)
As 193,7 1250 2100 20
Cd 228,8 550 1550 20
Pb 283,3 550 1550 20

Chu y: Dung dich nén dé do As 1a dung dich paladi (Pd) véi nong do 1,000
ng/ml. Dung dich nén dé do Pb, Cd 1a hdn hop dong thé tich cua dung dich magnesi
nitrat hexahydrat (Mg(NO3)2.6H20) 0,2% trong acid nitric 0,5% va dung dich amoni
dihydrophosphat (NH4H2PQO4) trong acid nitric 0,5%.

- Po Arsen bang k§ thuat hydrid:

Can chuan bi thém nhu sau: Liy 10 ml nudc trao doi ion (nhu 1a mau tring
chuan), 10 ml mdi dung dich trang thir (bao gom cac thudc thir nhu dung dich thw),
dung dich mau chuan, dung dich mau tht trong phan vo co hoa khé cho vao mdi binh
dinh mtrc 100 ml twong ng. Thém vao mdi binh 10 ml HCI dic, 10 ml hdn hop dong
thé tich cua dung dich K1 10% va dung dich acid ascorbic 10%. Dé yén 45 phit ¢ nhiét
d6 phong. Thém nude trao doi ion vira da 100 ml, lic déu. Nong do cudi cling cia cac
dung dich chuan 12 2,0; 4,0; 6,0 va 8,0 pg/l.

Céc diéu kién phan tich arsen va thay ngan bang k¥ thuat hydrid nhu sau:

Bang 1.5. Cdc diéu kién phan tich arsen va thiy ngan bang ky thugt hydrid

bén :cathod Budc song T4c nhan khi héa Du:ng d:ich Nhiget d,é nguyén Thé :tI’Ch tiém

rong (nm) dan mau tir hoa (°C) mau (ul)
NaBHs 0,2 % (trong 0

As 193,7 NaOH 0,05 %) HCI 10% 900 500
Dung dich SnCl2 1,1%
(trong HCI 0,3 %) 0

Hg 253,7 hoac NaBHs 02 % HCI 3 % 300 500
(trong NaOH 0,05%)

Sau day 1a giéi han phat hién va gioi han dinh luong cia phuong phap d6i Véi
mot s6 nguyén té:
Bang 1.6. Gidi han phat hién va gidi han dinh lwong cua cac nguyén té

Nguyén to LOD (ug/g) LOQ (ug/g)
As 0,5 2,5
cd 0,1 1,0
Pb 1,0 5,0
Hg 0,1 0,3

Mot nghién ciru dé phan tich arsen di dwoc thuc hién tai Vién Kiém nghiém
thanh phé H6 Chi Minh. Céc tac gia dung phuong phap vo co hda khd véi tac nhan vo
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co hoa 1a MgO, MgNOs va nung & 500 °C rdi hoa cin trong acid hydrochloric 4N va
do AAS véi k§ thuat hydrid [19].
% Gidi han cia cac nguyén té déc trong my pham

M3 pham Ia loai hang hoa duoc ding mét cach thuong xuyén, khong cé liéu
lwong, cac nguyén té doc va hop chét cua ching 1a cac chat bi cAm c6 mat trong céc
san pham. Tuy nhién, do qué trinh san xuat, bao quan, van chuyén c6 thé bi nhiém
(chua ké c6 thé ¢ y dua vao cong thirc do mot tac dung nao do... vi du Hg trong kem
lam tring da, chéng ndm, chit mau cdm trong son, phan...). Boc tinh cia mét san
pham phu thudc rat nhiéu vao ham luong va cach dung, thoi gian st dung. Vi vay, tly
theo yéu cau quan ly, cac qudc gia da dua ra qui dinh gigi han cac nguyén t doc trong
san pham my pham. Vi du Canada qui dinh vé cac kim loai nang trong my pham: Chi:
< 10 ppm, As: < 3 ppm, Cd: < 3 ppm, Hg: < 3 ppm, Antimon: < 5 ppm. Bo y té Pirc
dua ra gigi han chap nhan vé cac kim loai niang trong thudc danh rang 1a: Chi: < 1 ppm,
As: <0,5 ppm, Cd: <0,1 ppm, Hg: <0,2 ppm, Antimon: < 0,5 ppm [125].

Céac nuéc ASEAN di dua ra kién nghi trong hoi nghi lan thir 8 cua Hoi dong
m§ pham (ACC), Hoi dong khoa hoc (ASBC) va hoi dong tu van vé tiéu chuan va chat
lugng Asean (ACCSQ) t6 chirc vao thang 11 ndm 2007 tai thanh phé H6 Chi Minh —
Viét Nam. Diéu nay ciing dugc ghi cu thé trong thong tu sé 06/TT-BTY/2011 cua Bo
Y té [14], cu thé theo bang sau:

Bang 1.7. Gigi han kim logi nang (ACM THA 05 Testing Method)

STT Chr tiéu Gidl hgn
1 Thuy ngéan (Hg) < lppm
2 Arsen (As) <5 ppm
3 Chi (Pb) <20 ppm
4 Cadmi (Cd)* < 1 ppm

(Cd)™: gi6i han Cd c6 néu & phuong phap hoa hop ASEAN, néu vuot qua ngudng qui
dinh can c6 sy canh bao, nhung khong néu & thong tu s6 06/2011/BYT-TT, ngay 25
thang 1 ndam 2011 ctia Bo Y té qui dinh vé quan Iy my pham.
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Chuong 11
POI TUQONG, NGUYEN VAT LIEU, THIET BI VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. BPOI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. P6i twong nghién ciru va dic diém caa ddi twong nghién ciru

Déi twong nghién cau 12 cdc mau my pham luu hanh trén thi trudng bao gdm
nhitng mau c6 day du ngudn gbc xuat xa va ca cac mau nghi ngo c6 chira chat cam
kinh doanh trdi ndi tai cac cho.

Cac mau my pham thuong cé thanh phan, thé chat phuc tap va rat khac nhau,
d6i tugng va chi tiéu phan tich rat da dang. Vi vay, kiém nghiém my pham thuong sir
dung céc k¥ thuat phan tich héa hoc, héa Iy, vi sinh sin c6. Thong thuong kiém
nghiém m§ pham nham phat hién cac chat cam hay c6 gidi han ham luong dé danh gia
d6 an toan cua san pham ddi véi nguoi dung. Xir Iy mau dong vai tro quan trong trong
kiém nghiém my pham, dac biét tim cac chat cAm (thuong c6 ham luong rat nho, dang
vét, lai chua biét 1a chat gi...). Cac k¥ thuat thuong dwoc ap dung dé xir Iy mau my
pham la: Chiét (Iong/long, long/ran, chiét pha rin — SPE), ly tm, v6 co hoa (vo co hoa
udt, vo co hoa khd, vo co hoa trong 10 vi séng...)

2.1.2. Miu dung dé nghién ctru xay dung, thim dinh cc quy trinh

2.1.2.1. Metanil yellow:

- Son nudce Lip on Lip cta hing Rohto (Viét Nam): mau hong tro (MYO01).

- Son v€ méng ctia hang Zhi Yan (Thai Lan): mau vang (MY02).

2.1.2.2. Rhodamin B:

- Phan mét Belove tim (RB03, nén N1).

- Son méng Melia tim (RB11, nén N2).

- Son nudc Starshine 08 (RB13, nén N3).

- Son thoi Essance RD201 (RB15, nén N4).

- Son Lipgloss Zhoubang (RB14).

2.1.2.3. Pigment red 53:

- Son nudc Lipgloss 3D 06 Zhoubang (Trung qudc) (PRO7).

- Son ran Rose Lady 109 VOV Moisturizing coloring effect (Thai Lan) (PR10).
- Phan mé4 Color Song Blusher 21 VOV cosmetic Co, Ltd (Han Quéc) (PR17).
2.1.2.4. Pigment orange 5:

- MAu son nuée Star Shine Lip Gloss orange avenues, san xuat tai Han qubc (POO01).
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- Son théi Mayberline Water Shine Pune Lipcolon 06, san xuét tai Thai Lan (PO02).

- Son v& méng tay Chen Xi mau vang cam, san xuét tai Trung qubc (PO03).

2.1.2.5. Dinh tinh, dinh lwong dong thoi MY, RB, PR, PO:

- Mau son nuéc Water lip bloom pink BP 01 (HMO02), NSX: 21/2/2013 han dung:
21/02/2016 Rohto (Viét Nam).

- Mau son thoi Miracle Apo H002 Pinky orange (HMO03), san xuét tai Trung Qudc.
2.1.2.6. Crystal violet:

- Son nudc Starshine 08 (CV13, nén N1).

- Son théi Essance RD 201 (CV15, nén N2).

- Son méng Melia tim (CV11, nén N3).

- Phan mit Belove tim (CV03, nén N4).

2.1.2.7. Sudan:

- Son mdi Sivana colors, Item: DF915 s6 05, 16 HF 13A01, Thai Lan.( Ky hiéu SD 03)
- Son moi Zendori Magic Lipcar orange, Thai Lan, Mfd: 185/270611 (Ky hiéu SD 05)
2.1.2.8. Hydroquinon:

- Kem dudng trang da Esance whitening cream (HQO1).

- Kem dudng tring da san xuat tai Hai Phong (HQO02).

- Kem dudng tring da ROJZY JIALA (HQO3).

2.1.2.9. Cac Steroid:

- Kem dudng trang da Impress IC Kanebo, san xuat tai Nhat Ban.

2.1.2.10. Tretinoin:

- Kem dudng da chdng, tri nam Bao Lam (TRO1), NSX:10/04/2010, HD: 10/04/2013,
SPK: QLD-CL/2340/05, noi san xuat: Cong ty cd phan Pong Y hoc Bao Lam.

- Extra pearl cream (TR10), NSX:01/2010, HD:2013, noi san xuat: Punnee cosmetic
Ltd.part. (Thai Lan).

- Kem tri nam dudng da (TR14), HD: 18/11/2013, NSX: Trung Qudc.

2.1.2.11. Thuy ngdn:

- Kem lam trang da Essence Whitening Cream, 1dy mau tai chg Pong Xuan.

- Kem tri n4m Bao Ngoc Lan, liy mau tai chg Dong Xuan.

- Sira rira mat Hazelin, léy mau tai Siéu thi Le’s Mart, Ha Noi.

- Dau goi ddu X-men, 14y mau tai Siéu thi Big C — Ha Noi.

- Essance whitening Viét Nam, léy mau tai Siéu thi Le’s Mart, Ha Noi.

- Phdn mét 5 mau WN - 1 Tmmﬂlﬁqﬁym&MmS@umU&gC—HéN&.
2.1.2.12. Chi:

- Kem dudng da Baiyili, san xuat tai Trung Qudc (PBO1).
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- Son mdi Mentholatum, san xuét tai Trung Quéc (PB02).
- Dau goi dau Shalima, san xuét tai Trung Québc (PB03).
- Phan ma Flower cheek, san xuat tai Han Qudc (PB04).

- Sira rira mit Dua leo, san xuat tai Viét Nam (PB05).

2.2. CHAT CHUAN, DUNG MOI, HOA CHAT

2.2.1. Chit chuin

- Chit d6i chiéu Metanil yellow (L6: K6256467 738, Merck, D).

- Chét d6i chiéu Rhodamin B (L6: FN1081999 903, Cl 45170, Merck, Drc)

- Chét dbi chiéu Pigment Red 53 (Lake Red CBA, Cl 15585, L&: L 074, Han Qudc)

- Chat d6i chiéu Pigment orange 5 (Ld: P0587, Cl 12075, Han Qudc).

- Chat d6i chiéu Crystal violet (Merck, D).

- Chit d6i chiéu Sudan: Sudan | (M4 hang C 16986101, L&: 50531, HL: 90,0% |,
GmbH, Puc). Sudan Il (Md hang C 16986102, L6: 50404, HL: 90,0% , GmbH,
birc). Sudan 11l (M@ hang C 16986103, L6: 50503, HL: 96,0% , GmbH, D).
Sudan IV (Ma hang C 16986104, L6: 50421, HL: 92,0% , GmbH, Buc)

- Chat d6i chiéu Tretinoin (Merck, Pirc, xin tir phong thi nghiém ctia Thai Lan).

- Céc chat dbi chiéu nhoém Steroid: 10 chat chuan qudc gia va 2 chuan phong thi
nghiém cua Vién Kiém nghiém thudc Trung wong: Prednison (SKS: WS.0107235;
HL:98,6%; am: 0,15%), Dexamethason (SKS: 0197025, HL: 99,61%: am: 0,13%),
Fluocinolon acetonid (SKS:0199049, HL: 97,2%; am; 0,6%), Presnison acetat
(SKS: 0102149; HL: 99,64%; am: 0,06%), Hydrocortison acetat (SKS:0198038;
HL: 99,5%: am: 0,1%), Cortison acetat (SKS: 0103092; HL: 100,01%;
ém:0,0S%), Dexamethason acetat (SKS:0200014; HL:99,6%), Betamethason
valerat (SKS: 0103125; HL: 100,43%; am: 0,14%), Clobetasol propionat
(SKS:0103170; HL: 99,4%, am: 0,12%), Triamcinolon acetonid (S6 16: M
191077a; HL: 99,11%; am: 1,84%), Betamethason dipropionat (chuan PTN, HL:
101,2%), Mometason furoat (chuén PTN, HL: 100,1%)

- Chat d6i chiéu Hydroquinon (L6: K28958333, HL: 99,0, Merck, Pirc).

- Dung dich chuan géc thity ngan 1000 ppm (L6: HC 078703, Merck, Dric).

- Dung dich chuan géc chi 1000 ppm (L6: HC 095295, Merck, Dric).

- Dung dich chuan gbc arsen 1000 ppm (L6: HC 088963, Merck, Diic).

2.2.2. Dung mdi, h6a chat

- Methanol tinh khiét HPLC (Merck, D).

- Acetonitril (ACN) tinh khiét HPLC (Merck)

- Tetrahydrofuran tinh khiét HPLC(Merck)
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- Triethylamin P.A. (Merck, Duc).

- Acid acetic P.A. (Merck, Dtrc).

- n-hexan P.A. (Merck, Buc).

- Acid phosphoric 85% P.A. (Merck, Duc).

- N, N dimethylformamid (DMF) P.A. (Merck, Buc).
- Acid nitric 65% tinh khiét cho AAS (Merck, Pirc).
- Hydroperoxid 30% P.A. (Merck, Dirc).

- Hydroxylamin P.A. (Merck, Duc).

- Thiéc (II) clorid P.A. (Merck, D).

- Kali permanganat P.A. (Merck, Duc).

- Acid sulfuric dac P.A. (Merck, Buc).

- Dimethylsulfoxid P.A. (Merck)

- Tetrabutylammonium hydroxyd (TBA) 40% P.A.
- Dung dich amoniac dam dac P.A.

- Kali dihydrophosphat P.A.

- Acid citric P.A.

- Dicloromethan P.A.

- Nudre cat duge loc qua mang milipore 0,45um

2.3. THIET BI, DUNG CU
Céc thiét bi, may phan tich tai Vién Kiém nghiém Thudc Trung wong duogc hiéu

chuan theo qui dinh [42] gom:

- May sac ky 1ong hiéu ning cao Shimadzu c6 trang bi detector PDA.

- May quang pho hap thu nguyén tir Z-5000 (Hitachi, Nhat Ban) dugc trang bi b dung
cu phan tich thuy ngan chuyén dung "A.A- Mercury Reduction Unit" va bd
phén tich hoa hoi hydrid chuyén dung.

- Can phan tich Mettler Toledo AB204S chinh xac dén 0,1mg.

- Thiét bi v6 co héa mau bang vi song Milestone Start-D (M¥).

- Hé théng loc nude trao doi ion (Easypure UV/UF, Barnsted, M).

- B6 céc teflon chuyén dung cho AAS.

- Noi cach thuy, bép dién.

- Thiét bj ldc siéu am.

- Dung cuy thay tinh chinh x4c cdp A (pipet, binh dinh muec...).

- Dung cu thiy tinh: Binh gan, c6¢ ¢6 mo...

-44 -



=

Hinh 2.1- Mdy quang phé hdp thu nguyén Hinh 2.2 - May loc nwéc trao déi ion

tw Hitachi Z-5000

Hinh 2.3 - L0 vi sng Milestone Start-D

2.4. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.4.1. Phwong phap HPLC

2.4.1.1. Khdo sat, lwa chon qui trinh phédn tich:

% Khao sat, lya chon phuong phép xir Iy mau: chon dung méi va phwong phap chiét
sao cho chiét duoc hoan toan chat phan tich tir nén mau, loai bo téi da anh huéng cua
nén mau, cht phan tich bén trong méi truong pha mau:

- Son moi va son méng (co sap, dau, chat mau, thudc nhudm, thuong khong than nude,
thé chat quanh) str dung mot trong cac cach chiét sau:

- Chiét 1ong/long gitra dung méi chiét mau va n-hexan (gidng ASEAN)

- Phén tan mAu bang lugng nho tetrahydrofuran hoic dimethyl formamid dé
10i chiét bang dung méi chiét mau: don gian hon, nhanh hon chiét
long/16ng vi khong phai cho phan 16p.

- Phan trang diém (dang bot mau): Nghién min va chiét bang dung méi chiét miu
- San pham dang kem (kem bdi da, dau goi dau, sita rira mat: thanh phan phirc tap co
vaselin, lanolin, glycerin, sap ong, gdm, nudc, chét dién hoat, chit 1am thom, chét tao
mau, chit bao quan... thudng rira duoc bang nudc): Dung dung méi chiét mau, 1am
lanh trong nudc da dé taa ta duoc. Co thé chiét nhiéu 1an va ly tam trudce khi loc.
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% Khao sat, lya chon diéu kién séc ky phu hop: cot sdc ky, nhiét do cot, pha dong, tbe
d6 dong, budc song phan tich véi detector PDA, thé tich tiém mau.

% Pinh tinh bang so sanh thoi gian luu, do tinh khiét pic va chong phd UV -VIS, so
sanh hé sb tuong duong ciia pic nghi ngd thu duoc tir mau thir véi pic thu duge tir mau
chuan.

% Dinh lugng béng cach so sanh dién tich pic hodac do hép thy thu dugc tir mau thir

vG1 mau chuan.

2.4.1.2. Danh gia phwong phép phén tich:

Véi dbi tuong nghién ciru 13 cac chat cAm nén trong tham dinh danh gia phuong
phap phan tich coi nhu phép thim dinh danh gia cac tap chat (thuong c6 ndng do nhod
trong mau). Tham khao dy thao huéng din cia ASEAN vé danh gia phuong phap
phan tich my pham [56], huéng dan cua ICH [84], duoc dién My (USP 34) [118],
duge dién Anh BP 2010 [65], thong tu 22/TT-BYT [11], tai liéu dao tao cua
VKNTTW [43] va cta cac chuyén gia [68], [90], [96] qui dinh vé cac chi s6 can danh
gia:

% Véi qui trinh phan tich dinh tinh: danh gia tinh thich hop cta hé théng sac ky, do
dac hi€u, gidi han phat hién.

s Vi qui trinh phan tich xdc dinh gioi han tap (Vi du: Hg, Pb, As): d¢ thich hop cua
hé théng, do dac hi¢u, gidi han phat hién (theo ICH), USP yéu cau thém: do dung va
khoang xéc dinh.

% Vi qui trinh phan tich dinh lwong: @6 phi hop cia hé thong sic ky, tinh dic hiéu,
d6 chinh xac, khoang tuyén tinh, d§ dang, gidi han phat hién, gi¢i han dinh lugng it
nhat dat dugc yéu cau nhu cac qui trinh ASEAN da dua ra.

- Tinh thich hop ciia hé théng: Tién hanh sic ky v6i cac dung dich chuan, ty tao hay
mau thir (it nhat 6 1an tiém), ghi lai cac sac ky d6 va xac dinh gié tri thoi gian luu, dién
tich pic trung binh va cac thong sd khéac ciia pic (46 phan giai, hé sé ddi xung, sb dia ly
thuyét...). Yéu cau:

- B0 phan giai gitra pic lién ké voi pic cta chat can phan tich phai > 1,5.

- S dia 1y thuyét > 2000.

- Gia tr1 RSD cua thoi gian luu < 1,0% va cua di¢n tich pic phai <2,0% (véi
phép thur dinh lugng). Truong hop gia tri RSD > 2%, phai c6 su giai thich
phu hop.

- Céc thong sd khac cua pic phai dap ung yéu cau chung cua phuong phap
HPLC quy dinh trong Duoc dién va quy dinh cu thé trong quy trinh phan
tich tham dinh.
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- D¢ dac hiéu:
Tién hanh sic ky céc loai mau sau day theo quy trinh phan tich:

- MAu trang: Dung mdi pha dong/dung mai hoa tan mau hay pha lodng mau.

- Dung dich mau nén: dung dich mau my pham khéng c6 chat can phan tich.

- Dung dich chuan: dung dich chira chat chuan can phan tich dugc chuan bi theo qui
trinh.

- Dung dich miu ty tao: dung dich miu my phidm (khong c6 chit can phan tich) da
duoc cho thém chit chuan can phan tich va dugc chuén bi theo qui trinh.

- Dung dich mau thtr: Chuan bi theo qui trinh.

Ghi lai cac sic ky d6. Xac dinh thoi gian leu cua hoat chat can phan tich; do
tinh khiét cua pic hoat chat can phan tich trong sic ky ¢6 mau tha/mau tu tao; chong
phd UV-VIS cua pic cua chat can phan tich trong sac ky do mau thi/tu tao voi pic cla
mau chuan. Y&u cau:

- Sic ky d6 céc dung dich tha cho pic c6 thoi gian luu khac nhau khong cé ¥ nghia
thong ké vai pic cua chat chuan trong sac ky do cac mau chuan. Trén sac ky
d6 cua mau thir/mau tu tao: pic cua chat can phan tich phai tach hoan toan
khoi cac pic khéac (néu co trong nén mau).

- Sic ky @6 cua mau trang, dung dich mau nén khdng xuat hién pic & trong khoang
thoi gian luu twong (ng véi thoi gian luu cua chat chuan. Néu c6 dap ang
pic phai < 1,0% so vai dap ang pic cia mau chuan.

- Pic cua chat can phan tich trong sac ky d6 dung dich tha phai tinh khiét. Hé s6
chéng phé UV-VIS cua pic hoat chat can phan tich thu dugc trong sic ky
d6 cua dung dich thir/tu tao véi pic tuong ung trong sic ky d6 dung dich
chuan xap xi 1,0 (= 0,99)

- Khodng nong dé tuyén tinh:

Tién hanh sic ky céac dung dich chuin (5 dung dich), ghi lai céac sdc ky do va
xac dinh dap ting cua pic.

Xac dinh phuong trinh hdi quy tuyén tinh, hé s twong quan giita nong do chét
chuan c6 trong mau va dap mg pic thu duoc trén cic sic ky dd bang phuong phap
binh phuong t6i thiéu. Yéu cau: Vi phép thir dinh luong:

- Hé sb twong quan (r) phai > 0,997 (hay R? > 0,995). Trudng hop r < 0,997

phai ¢ su giai thich phu hop.

- hé sb y-intercept tai ndng d6 100% (Y): Y < 5,0% cho Hydroquinon (kem

chtra Hydroquinon c6 ham luong t6i da cho phép < 2%); Y < 10% cho cac
chat mau cAm, Tretinoin, cic nguyén té doc [118], [120] véi:
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Hé sb chian
Y = : x 100
S pic & nong do 100%

- Do dung

Xac dinh d6 ding ctia phuong phép trén cac miu ty tao bang cach: thém chinh
xac mot luong chat chuan can phan tich vao cac mau my pham khong c6 chat can phan
tich.

- Céch 1: Chuén bi 03 loai mau tu tao béng cach thém chinh xac mot lugng chét
chuén chit can phan tich vao cac mau khong c6 chit can phan tich. Vi phép thir dinh
lwong, luong chit chuan thém vao tuong Gng véi 3 mirc ndng d6 80%, 100% va 120%
so vo1 muc 100% cua qui trinh phan tich. Tai mdi mirc néng dd, thuc hién it nhat 03
mau doc 1ap.

Phan tich mau theo qui trinh phan tich. X4c dinh hoat chét thu hdi theo dung
dich chuan hodc phuong trinh héi quy tuyén tinh.

- Cach 2: chuan bi va phan tich 6 mau thur doc 1ap voi luong chat chuan thém
Va0 tuong g véi mitc nong 6 100% cua qui trinh phan tich.

Xéc dinh d¢ dung cua phuong phap theo cong thirc:

Luong chat phan tich tim lai
P dung hay ty 1é thu hoi (%) = x 100
Luong chit chuan thém vao
Tham khao huéng dan ctia ICH, ASEAN va AOAC

Badng 2.1. Gii han chdp nhdn vé dé ding ciia phirong phép theo AOAC [48], [90].

Thanh phan phan tich (%) Ty 1¢ phan tich Ponvi | Gia tri chap nhan (%)
100 1 100 % 98-102
>10 101 10 % 98-102
>1 102 1% 97-103
>0,1 103 0,1% 95-105
0,01 10 100 ppm 90-107

0,001 10° 10 ppm 80-110
0,0001 10 1 ppm 80-110
0,00001 107 100 ppb 80-110

0,000001 10°® 10 ppb 60-115
0,0000001 10°° 1 ppb 40-120

Yéu cau: Vi phép thir dinh lugng:

Xéac dinh ty 1& thu hoi (98,0-102,0%) cho qui trinh phan tich dinh luong
Hydroquinon va RSD ty 1 thu héi (< 2,0%) & mdi muc ndng do [56], [65], [84], [118].
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Xéc dinh ty 18 thu hoi (80,0 — 110,0%) cho qui trinh phan tich cac chit mau
cAm, Tretinoin va Hg (ndng d6 chat phan tich nho 100 ppb — 10 ppm) [48], [90].

X&c dinh ty 1& thu hoi (60,0-115,0%) cho qui trinh phan tich bang phuong phap
AAS d6i voi Pb, Cd, As bang k¥ thuat 10 va k¥ thuat hydrid (ndng d¢ phan tich 10°9)
[48], [90].

Truong hop ndm ngoai khoang nay, phai c6 su giai thich phu hop.

- Khoang xac dinh

Duoc suy ra tir két qua do ding (tir gia tri nho nhit dén gia tri 16n nhat cia do
dang).

- Do chinh xac

- B0 lap lat: Tién hanh dinh lugng 06 mau thtr doc lap.

Xéc dinh ham lugng chét phan tich c6 trong cac mau thir bang cach sir dung
dung dich chuan hodc phuong trinh hdi quy tuyén tinh.

Do lap lai ciia phuong phap dugc xac dinh bang gia tri RSD (%) két qua dinh
lugng ham lugng chat phan tich ¢ trong cac mau hay lugng chat tim thiy trong céc
mau ty tao. Yéu cau: Tuy theo muyc dich cta phép thir ma ¢ cac gidi han chap nhan
phu hgp. Vi phép thir dinh lugng: Gié tri RSD < 2,0%. Cac truong hop gid tri RSD
trén 2%, can phai co su giai thich phu hop.

Badng 2.2. Gidi han chdp nhdn vé dé chinh xdc cia phwong phdp theo AOAC [48], [90]

Thanh phan phén tich % Ty I¢ phdn tich Don vi RSD (%)
100 1 100 % 1,3
> 10 101 10 % 2,7
>1 1072 1% 2,8
>0,1 103 0.1% 3,7
0,01 104 100 ppm 5,3
0,001 10° 10 ppm 7.3
0,0001 10° 1 ppm 11
0,00001 107 100 ppb 15
0,000001 10° 10 ppb 21
0,0000001 10°° 1 ppb 30

- P chinh xéc trung gian: Tién hanh nhu do 13p lai nhung khac ngay/khac kiém
nghiém vién/khac hé thong HPLC.
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Xac dinh gié tri trung binh va gia tri RSD (%) ham lugng hoat chét co trong cac
mau do mdi kiém nghiém vién phan tich/ mdi ngay va giita hai kiém nghiém vién/khéac
ngay.

Gia tri do léch chuan twong ddi vé do chinh xac ciia phuong phép duoc chap
nhan phu thudc vao néng do cua chit phan tich trong mau phan tich: néng do cang
nhd, cho phép gia tri RSD (%) cang 1én. Tham khao huéng dan cua AOAC.

Yéu cau: cac gi6i han chdp nhan phu hop cho mau phan tich & nong do nho
(100 ppm). Véi phép thir dinh luong: Gia tri RSD két qua dinh luong cua mdi kiém
nghiém vién/mdi ngay (n=6) < 3,0% va cta ca hai kiém nghiém vién/khac ngay (n=12)
phéi < 5,0%.

- Xdc dinh gioi han phat hién, gioi han dinh luwong

C6 nhiéu phuwong phéap xac dinh gia tri LOD, LOQ cua phuong phép. Dé xéc
dinh gia tri LOD cua phuong phap HPLC c6 thé tién hanh theo cach dwa vao duong
tuyén tinh va do léch chuan cta dap ung theo cach sau:

- Xac dinh gidi han phat hién:

Tién hanh phén tich cac miu nén (khong c6 chat phan tich). Xac dinh dap tng
trung binh ctia mau nén tai khoang thoi gian twrong Gmg véi thoi gian luu cia pic chat
can phan tich. K¥ thuat xac dinh dap tng cta nhidu duong nén tudn tha theo nguyén
tac chung ctia phuong phap HPLC.

Gié tri LOD cua phuong phép dugc xac dinh theo cong thuc sau:
3,3x0

a

LOD =

(Kl / tt)

trong d6: 8: Do 1éch chuan dap tng ciia mau nén (placebo)
a: Hé sd goc cua dudng hodi quy tuyén tinh (y = ax +b) giita nong do - dap
g pic cta chat can phan tich.

- X4c dinh gi6i han dinh lugng; LOQ =3,3xLOD(kI / tt)

2.4.2. Phuwong phap AAS

Ap dung dinh luong thuy ngan (va cac kim loai doc) trong kem va phan boi da
m¥ pham.
2.4.2.1. Thiét ldp qui trinh phén tich thiiy ngén:

Qui trinh phai phii hop véi thiét bi héa hoi lanh san c6, phuong phap do toan
lwong gian doan (khac voi ASEAN thiét bi do dong lién tuc) trong m§y pham dang kem
bdi da (dic biét kem lam tring da, kem tri nam, sira rira mit, dau goi dau...) va phin

trang diém (phin ma, phan mat).
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Nghién ctu thiét 1ap diéu kién cu thé cho 2 giai doan chinh cua phuong phap
phan tich thuy ngan bang quang phé hap thu nguyén tir sir dung k¥ thuat hoé hoi lanh
gom: Quy trinh xtr ly mau bang ky thuat vé co hoa uét trong thiét bi v co hda mau
bang 10 vi sng va Quy trinh do thiy ngan bang phuong phap hoa hoi lanh.

% Khao séat, lwa chon qui trink xir Iy mdu:

Tién hanh khao sat cac yéu td sau: tac nhan vo co héa, lvong miu dem phan
tich, luong tac nhan sir dung. Dé c6 thé vo co hoa triét dé nén miu my pham & diéu
kién phan tng khong qua manh, thich hop véi viée ap dung trén thiét bj v6 co hoa mau
bang vi séng (tién hanh trong diéu kién kin hoan toan, qua trinh vo co hoéa miu phai
khéng ché duogc vé ap suét va nhiét do), can khao sat, lya chon céc thong s6 cua
chuong trinh v co hda mau trong 10 vi séng v6i hai dang nén mau kem va mau phan.
% Xdc dinh cdc théng sé lam viéc ciia mdy quang phé: bao gdbm:

— Thong sd cia may quang pho hap thu nguyén tir (vach pho do, cuong do dong lam
viéc cua dén cathod rdng, do rong khe (slit width), thoi gian lay tin hiéu, ché d6 do...).
- Thong s6 hoat dong ctia bo phan tich thiy ngan: Thiét bi phan tich thity ngan chuyén
dung duoc thiét ké dé do thuy ngan bang phwong phéap gian doan. Yéu t6 can chua y
nhat trong hoat dong cua thiét bi 1a tbc d6 quay ctia bom nhu dong can dam bao duoc
2 yéu cau:

1) Khi thiét bi hoat dong & ché d6 tuan hoan (CIRCULATE) bom phai tao ra
dugce dong luu thong 6n dinh va lién tuc cia hoi thiy ngan trong vong tuan hoan cia
hé théng dé tin hiéu do duoc 6n dinh.

2) Khi thiét bj hoat dong & ché d6 mé (OPEN), bom phai tao ra ap luc du 16n dé
day duoc tron ven hoi thity ngan trong hé théng vao binh thai trong thoi gian hop 1y dé
qua trinh phan tich khong qua dai va khong con hoi thity ngan dong lai trong hé thong
gdy sai s6 cho 1an phan tich tiép theo
s Thao tac do:

Thuc hién voi timg binh phan g theo huéng dan sir dung cua may phan tich,
thuc hién do cac dung dich mau dudng chuan trude r6i do cac mau thur.
2.4.2.2. Danh gia qui trinh phén tich:

- Cac chi tiéu can danh gia: do ddc hiéu, do tuyén tinh, d6 dung, khoang xac dinh, gidi
han phat hién va gi6i han dinh luong (twong ty nhu phan 2.3.1.2.).

< Do dac hiéu:

- Chuan bi dung dich miu nén m¥ pham khong c6 thiiy ngan (mau placebo)

- Chuan bi dung dich chuan thity ngan c6 nong do thich hop trong dung méi pha mau
(mAu chuan).
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- Chuan bj dung dich tu tao (miu thir): Thém mot lwong chinh xac dung dich thuy
ngan chuan c6 nong d6 1000pg/ml vao mau my pham nén, tron déu.

Tién hanh xtr Iy mAu theo qui trinh, do phod hap thu nguyén tir ciia dung madi pha

mAu, cac dung dich miu placebo, mau chuan, mau thir theo quy trinh phan tich.
Yéu cau:

- Dung dich thir, dung dich chuan phai cho dinh hap thu cuc dai tai 253,7nm
(vach hép thu cuc dai cia thiy ngan).

- Dung dich mau placebo khong duoc c6 hap thy tai budc séng khao sat. Néu co
thi anh huang ciia mau placebo phai nhé hon 2,0% so véi mau chudn & nong
do 100% cua qui trinh dinh lugng.

% Tinh thich hop cua hé thng:

Do do hap thu cua dung dich chuan tai budc séng khao sat 6 lan. Tinh gié tri
RSD cua do hap thu. Yéu cau: Gia tri RSD < 2,0%.
< D¢ tuyén tinh
- Chuan bi 5 dung dich chuan, c6 ndng d6 50% dén 150% ndng do dinh lugng. C6 thé
chuan bi céc dung dich cua diy chuan bang céch pha loing tir mot dung dich chuan
gbc ban dau vai cac hé sb pha lodng khac nhau hoic tir cac dung dich chuan véi lugng
can chat chuan khac nhau.
- Po 6 hap thu cua cac dung dich chuan tai budc séng khao sét.
- X&c dinh phuong trinh hdi quy tuyén tinh, hé sé twong quan tuyén tinh gitta néng do
chat chuan cé trong mau va do hap thu thu duoc bang phuong phap binh phuong toi
thiéu.
Yéucau: - Hé sé twong quan (r) phai > 0,997. Truong hop r < 0,997 phai c6 sy
giai thich phu hop.

- y-intercept: Y < 10%
Hé sb chan
vor Y = : - : x 100
Do hap thu ctia dung dich chuan ¢ nong dé 100%

¢ Do ding

- P9 dung ciia phuong phap dugc thuc hién bang cach xac dinh lwong thily ngan chuan
tim lai dugc sau khi cho mot lugng chinh x4c thily ngan chuin viao nén mau my
pham d3 biét khong chira thily ngan (v6i my pham dang kem boi da va dang phan
boi da), tién hanh xtr Iy mau va phan tich 6 1an doc 1ap.

- Phan tich mAu theo qui trinh phan tich. Xac dinh luong chat thu hdi theo d6 hap thu
trung binh cua dung dich chuan hoic phuong trinh héi quy tuyén tinh.

- X&c dinh d¢ dng ctua phuong phép theo cdng thic tinh ty 18 thu hoi:
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Ti 16 thu hai (%) = (Lwong hoat chdt thu hai/Lwong hogat chdt thém vao) x 100%
Yéu cau:

- Ty 18 thu hdi & mdi mtc nong do: 80 — 110% (Pinh luong)

- RSD ty 1& thu hdi & méi mac nong do: < 10 % (Pinh luong)

Truong hop nam ngoai khoang nay, phai ¢é sy giai thich phu hop.

% Khodng xac dinh

Duoc suy ra tir két qua do dung (T gia tri nho nhat dén gid tri Ion nhat cua do dung).
«» D¢ chinh xac
- B0 lap lai:

Tién hanh tht theo quy trinh phan tich 06 mau ther doc lap.

X&c dinh ham lwgng hoat chat cé trong cac mau thir theo d6 hap thu trung binh
cua dung dich chuan hoic phuong trinh hdi quy tuyén tinh.

Xéc dinh gia tri RSD (%) két qua dinh lwong ham lugng hoat chat/luong hoat
chat d& hoa tan trong cac mau.

Yéu cau: RSD: <10 % (Pinh luong). Truong hop nam ngoai khoang nay, phai
cé su giai thich phu hop.

- b6 chinh x&c trung gian:

Tién hanh nhu d6 1ap lai nhung khac ngay, khéac kiém nghiém vién.

X&c dinh gid tri trung binh va gié tri RSD (%) két qua dinh luong trong c&c mau
do mdi kiém nghiém vién phan tich (hoic mdi ngay phan tich) va giita hai kiém
nghiém vién (hodc khac ngay phan tich).

Yéu cau: Gia tri RSD (%) két qua dinh luong cua mdi kiém nghiém vién/cing
ngay (n=6) < 10% va cua ca hai kiém nghiém vién/khac ngay (n=12) phai < 11%.
2.4.3. Tham dinh tinh kha thi ciia qui trinh ASEAN

Tham dinh tinh kha thi, chuyén giao phwong phap va bién soan lai qui trinh
phan tich Tretinoin, chi, arsen theo qui trinh ASEAN di dua ra gdm: Tham dinh d6
thich hop hé théng, 46 dic hiéu, do chinh xac, khoang tuyén tinh, 46 dang, gidi han
phat hién, gi6i han dinh luong theo yéu cau nhu cac qui trinh ASEAN di dua ra [44]
2.4.4. Phwong phap xir Iy s6 liéu phén tich

Céc két qua thyc nghiém duge xir 1y va tinh cac gia tri thong ké trén Microsoft
Excell dé rut ra nhan xét két luan. Mot sb cong thuc tinh toan cac gia tri théng ké nhu
sau:

n

Xi
1

Gid tri trung binh: X = .
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Ph i g2 =1
uong sai 1
n 2
bo 1éch chuén: S=\|=
n-1
. , S
D6 16ch chuén twong dbi:  RSD = Fis 100

trong d6: - Xi 1a két qua ciia 1an xac dinh thir i

- n la so lan xac dinh.
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Chuong 111

KET QUA NGHIEN CUU

3.1. KET QUA XAY DUNG QUI TRINH PHAN TiCH MOT SO HQP CHAT BI
CAM SU DUNG TRONG MY PHAM
3.1.1. Metanil yellow

Déi twong mau my pham nghién ctru ap dung véi Metanil yellow (MY) la son
moi, son mong.
3.1.1.1. Xi¢ Iy va chudn bi mau:

Qua khao sat chon dugc dung méi chiét miu 13 hdn hop DMF va acid
phosphoric (95:5).

% Chudn bi mau thir tir my pham:

Can chinh x4c mot lwong khoang 2g mau my pham vao cdc c6 mé 25ml, dung
diia thay tinh phan tin mau déu trong cdc, thém khoang 5 ml dung méi chiét mAu,
khuay k¥, chuyén dung dich thu dugc vao binh gan. Thém khoang 20 ml n-hexan vao
binh gan. Trang lai cdc dung mau bang dung mdi chiét mau 2 1an, mdi lan 5 ml roi
chuyén vao binh gan, lic k§y trong 5 phut, dé lang cho phan 16p, gan 1y phan dung méi
chiét mau (16p dudi). Néu 16p n-hexan con lai trong binh gan van con mau, thém 4 ml
dung moéi chiét mau vao binh gan dé chiét 1an 2, lac, dé lang, gan lay phan dung moi
chiét mau. GOp dich chiét, thém dung moi chiét mau vira da 20,0 ml, lic déu. Loc qua
giéy loc, r6i loc lai béng mang loc 0,45um, léy dich trong dé tiém vao cot sic ky.

% Dung dich chudn:

Chuan bi mot dung dich chuan c6 ndng d6 MY chinh x4c khoang 0,4 pg/ml
trong hon hop DMF-H3PO4(95:5), loc qua mang loc 0,45 um.
3.1.1.2. Lwa chon diéu ki¢n phén tich Metanil yellow:

ASEAN da ban hanh phuong phap hoa hop mi s6 ACM SIN 02 dé phat hién 3
loai chit mau cdm trong my pham, trong d6 c6 MY bang cac ky thuat TLC va HPLC.
Quy trinh phan tich bang HPLC trong phuong phap hoa hop nay st dung pha dong 1a
hén hop dung dich tetrabutylammonium hydroxyd (TBA) 0,005M - nuéc (75:25),
trong d6 dung dich tetrabutylammonium hydroxyd 0,005M dugc pha nhu sau: Liy
65ml dung dich tetrabutylammonium hydroxyd 20%, thém nudc vira du thanh 100ml
roi chuyén vao binh 250 ml, thém 2,8 g kali hydroxyd, lic dé hoa tan. Piéu chinh téi
pH 7 bang acid phosphoric. Dung dich nay l1a dung dich TBA 0,5 M.

Léy 10ml dung dich TBA 0,5 M, thém methanol t&1 vira da 1000ml. Dung dich
trd 18n duc, dé li'mg vai gio, loc qua mang loc 0,45um.

Qua thyc té khao sat ban dau, hé pha dong nay chuan bi kha khé khin, dong
thoi kém 6n dinh, c6 hién tuong xudt hién taa tré lai ngay ca sau khi da loc (ASEAN
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cling khong néu rd dé thoi gian bao nhiéu thi qua trinh tia méi hoan toan). Do d6 can
tim ra nhimg diéu kién sic ky on dinh, thuan tién hon cho quy trinh phat hién MY. Sau
qua trinh lya chon, cac diéu kién sic ky dugc chon lya nhu sau:

% Diéu kién sdc ky:

- Cot Apollo C18 (250x 4,6 mm; 5 um) hodc cdt ¢6 tinh nang twong duong.

- Detector PDA dit trong dai budc song tir 200-900 nm, 14y sic dd ¢ 424 nm.

- Pha dong: methanol-dung dich dém pH 6,2 (55: 45).

- Téc d6 dong: 1,0 ml/phit.

- Thé tich tiém mau: 20 pl.

- Nhiét dg cot: nhi¢t do phong.

Céach chuan bi dung dich dém pH 6,2: chuan bi dung dich triethylamin 3mM
trong nudc, chinh pH vé 6,2 bang acid acetic 30%. Loc bang bo loc dung méi véi
mang loc 0,45 pum.

% Tién hanh:

Tiém riéng dung dich chudn, dung dich thir vao hé thong sac ky. Néu dung dich
thir cho pic c6 thoi gian luu va phé UV-VIS (200-800nm) twong tmg v6i pic MY thu
duogc tir dung dich chuan va dwa vao hé sé chong phd cua cac pic nay (16n hon 0,99),
c6 thé két luan mau thir c6 chtra MY
3.1.1.3.Thdm dinh quy trinh
% Tinh thich hop ciia hé sdc ky:

Bang 3.1. Khdo sdt tinh thich hop ciia hé théng sdc ky véi Metanil yellow

STT Thoi gian luu (pht) Dién tich pic (MAU.s)
1 16,254 287423
2 16,359 294133
3 16,344 285211
4 16,267 290996
5 16,320 290911
6 16,254 290514
Trung binh 16,300 289865
RSD (%) 0,29 1,08

Két qua cho thay ca thoi gian luu va dién tich pic déu c6 do 1éch chuin twong
d6i nho hon 2%, s dia 1y thuyét trung binh 1a 5468 v&i hé sb bat dbi 1a 0,937, ching
t6 diéu kién sac ky lya chon dat yéu cau ciia phép phan tich dinh tinh va dinh luong.

% D¢ dac hiéu

Str dung cac diéu kién phan tich di duoc chon, tién hanh phén tich cac mau:

- Mdu trang: miu my pham khong chira MY (mau MYO01) duoc chuan bi theo quy
trinh xir Iy mau da chon.
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- Mdu tir tgo: mau my pham khong chita MY (mau MYO01) duoc tron thém mét lwong
chinh xac MY chuan va chun bi theo quy trinh xir Iy miu di chon.
- Mau chudn Metanil yellow: c6 ndng 6 MY khoang 4 pg/ml.

Séc ky d6 cua dung dich chudn, mau tring va mau ti tao, két qua so sanh phd
UV-VIS giita pic MY trén sic ky do cua dung dich chuan va pic ¢ thoi gian luu
tuong tng trén sac ky d6 ciia mau ty tao dugc thé hién ¢ hinh 3.1.

X ¥
:;E
2
]
i, .
| n : o
o rl \ JAN ‘ [ '
e ! L \ . y L ‘,‘ k ‘
’ ’ J:‘]'LES ° “ a N : T : -
) ~
i
'\ ~| g ~
{‘ IL ‘Jl W “E l‘\ J( FA! \ /l
‘ . cd | o i i /__\ .__:_A(-rm“—mJ\_\,..._._A.,M.«.ww.,.wm—_h
) : - ) i o fe o ET TR ST ZeaTTTTT oaTTTS 50T Soo d)
)

Hinh 3.1. Két qua ddnh gid d¢ ddc hiéu véi Metanil yellow.
a) dung dich chuan MY, b) mau my pham khéng chira MY (MYO1),  €) mdu tir tao,
d) So sanh phé UV-VIS ciia pic MY trén (a) va pic cé cing thoi gian lwu trén (C).

Két qua cho thdy:

- P6i v6i dung dich chudn, trén sic ky do chi xuat hién mot pic 16 rang cia MY
tai thoi gian luu khoang 16,3 phut.

- D6i v6i miu trang, trén sic ky d6 khong cé pic nao xuat hién twong ung véi
thot gian luu cia MY.

- Pbi v6i mau tu tao, sic ky dd cho ta mot pic twong ing véi pic cia MY trén
sac ky d6 ctia dung dich chuan vé thoi gian lwu va do twong thich khi so sanh pho UV-
VIS (hé sb chong phd tai pic twong tmg 1a 0,9997), ddng thoi pic MY duoc tach riéng
khéi céc pic khac.
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% Khodng nong dé tuyén tinh

Pé danh gia khoang tuyén tinh, mot ddy dung dich chuan c6 néng d6 MY chinh
xac thudc khoang 0,4-20,0 png/ml trong hdn hgp DMEF-H3PO4 (95:5) duoc chuén bi va
loc qua mang loc 0,45 um. Cac dung dich chuén nay duoc lan lugt tiém vao hé théng
HPLC sir dung céac diéu kién da lua chon & trén. Két qua dap tng trén sac ky do (thong
qua dién tich pic) cho thay phuong phap phan tich da xay dung cho dap tmg tuyén tinh
t6t voi MY trong khoang ndng d6 phan tich tir 0,4 dén 20,0 pg/ml (Bang 3.2).

Bang 3.2. Két qua khdo sat khodng tuyén tinh ciia Metanil yellow

STT | Nongdo C (ug/ml) | Dién tich pic S (MAU.5s)
1 0,4 25935
2 1 66750
3 2 129224
4 4 256215
5 8 489277
6 20 1189123

Phuong trinh héi qui xac dinh duoc 1a: S = 59116.C+10639 voi hé sd twong
quan r 12 0,9999 va hé sd intercept tai ndng d6 100%: Y=4,15%
% Do chinh xac
Bang 3.3. S lap lai trong ngay va khac ngay cua Metanil yellow trén mdu tuy tao c6
nén son moi (MYO01)

S Ngay 1 Ngay 2
T | Luongcan Spic | Lugng MY tim | Lugng cén S pic Luong MY
T | miunén(g) | (MAU.S) thay (ug) maunén (g) | (MAU.s) | tim thay (ug)
1 2,0164 30536 7,80 2,0221 31585 8,02
2 2,0072 31493 8,04 2,0432 31778 8,06
3 2,0010 31584 8,07 2,0090 31227 7,92
4 2,0112 31608 8,06 2,1021 31344 7,94
5 2,0340 31120 7,95 2,0922 31789 8,05
6 2,0150 31512 8,05 2,0502 31872 8,07
Trung binh 7,99 8,01
RSD (%) 1,31 0,8

Viéc danh gid do chinh x&c cia phuong phap dugc thyc hi¢n trén 2 mau tu tao,
mot mau dya trén nén son moi (mau MYO1: luong MY cho vao ban dau 1a 8,2ug),
mot miu trén nén son mong tay (mau MY02: lwong MY cho vao ban dau 1a 8,0ug).
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M&i mau ty tao s& dugce chuan bi mau theo quy trinh xtr Iy mau va phén tich theo diéu
kién sic ky da chon. P chinh xac (gdm d6 1ap lai trong ngay va khac ngay) cua ca
phuong phap s& dugc danh gia qua két qua ham lwong MY thu duoc sau 6 1an phan
tich doc 1ap ctia mdi mau tu tao.

Két qua cu thé duogc thé hién trong cac bang 3.3 va 3.4.
Bang 3.4. P4 lap lai trong ngay va khac ngay cuia MY trén mau tu tao ¢6 nén mdu son

moéng tay (MY02)
S Ngay 1 Ngay 2
T | Luong mau S pic Luong MY | Luong mau S pic Luong MY
T nén (q) (MAU.s) | tim thay (ug) nén (q) (MAU.s) | tim thay (ug)
1 2,0424 27255 6,84 2,0322 28729 7,06
2 2,0200 28042 7,04 2,0455 28990 7,12
3 2,0210 26989 6,77 2,0191 28535 7,01
4| 2,0184 27338 6,86 2,1022 29021 7,13
5 2,0206 27287 6,85 2,1225 27585 6,78
6 2,0294 27535 6,92 2,0508 27995 6,88
Trung binh 6,88 7,00
RSD (%) 1,34 2,00

Két qua lugng MY trung binh (n=12) tim thay trong mau ty tao trén nén son
moi MYO1 12 8,00ug v6i RSD 14 1,04% va trén nén son méng tay MY02 1a 6,90g V6i
RSD la 1,50%.

*» Do dung

Do dung cta phuong phap duoc danh gia bang cach so sanh lugng MY tim lai
dugc trong miu tu tao so v4i luong MY cho vao ban dau (8,2ug MY cho vao nén son
mobi MY01 va 8,0ug MY cho vao nén son méng MY02) . Két qua dugc tong hop tai
bang 3.5.

Két qua thuc nghiém trén hai mau tu tao cho théy, phuong phéap cé do 1ap lai tdt,
thé hién qua gia tri RSD thap sau 6 1an phan tich doc lap (1,31% véi miu tu tao trén
nén son mdi va 1,34% v&i mau tu tao trén nén son mong tay). Vé do ding, mau tu tao
trén nén son moi cho ty 1& thu hoi tét hon 1a 97,5% (tir 95,1% dén 98,4%). Ty 18 thu
hoi trung binh trén mau ty tao c6 nén son mong tay 1a 86,0% (dao dong trong khoang
tir 84,8% dén 88,0%). Nhu vay, trén ca hai loai nén mau my pham, véi luong MY cho
vao nén mau rat nho (chi xdp xi 8 pg twong Gng noéng do 0,4 pg/ml), phuong phap
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phan tich di xay dung thé hién do dang tt, phu hop voi muc dich ctua phuong phap 1a
phat hién MY c6 mat trai phép trong son moi va son mong tay.
Bang 3.5. P ding cua Metanil yellow trén 2 nén mau: son méi va son mong

S Nén mau son méi (MY01) Nén miu son méng (MY02)
T S pic Luong MY | Tylé thu | S pic Luong MY | Ty lé thu
T | (mAU.s) | timthay (ug) | hoi (%) | (MAU.s) | tim thiy (ug) | hdi (%)
1 30536 7,80 95,1 27255 6,84 85,5
2 31493 8,04 98,0 28042 7,04 88,0
3 31584 8,07 98,4 26989 6,77 84,6
4 31608 8,07 98,4 27338 6,86 85,8
5 31120 7,95 97,0 27287 6,85 85,6
6 31512 8,05 98,2 27555 6,92 86,5
Trung binh 97,5 86,0
RSD (%) 1,31 1,34

¢ Gioi han phat hién va gioi han dinh luong:

Gi61 han phat hién va gidi han dinh lugng cia phuong phap dugc xac dinh qua
thuc nghiém bang cach phan tich cdc mau ty tao trong nén mau my pham cé noéng do
MY chuin dugc thém vao giam dan. Két qua thyc nghiém trén nén mau son mong tay
MYO02 cho thay:

- V6i ndng d6 MY trong dung dich mau thir tiém sic ky 13 0,12pg/ml, pic MY
trén sic do cao hon 3 1an so v&i nhidu duong nén. Nhu vay phuong phap cé gidi han
phat hién cho MY 1a 0,12 pg/ml (twong dwong 1,2pg/g mau khi tién hanh xtr Iy miu
theo qui trinh).

- Véi nong d6 MY trong dung dich mau thir tiém sac ky 1a 0,4ug/ml, pic MY
trén sac do cao hon 10 lan so véi duong nén va tai néng do nay dg chinh xac, do dung
ctia phuong phap van dat yéu cau. Nhu viy phuong phap c6 gi6i han dinh luong cho
MY 12 0,4 ug/ml (twong duong 4,0 png/g mau khi tién hanh xt Iy mau theo qui trinh).

G161 han phat hién vé1 Metanil yellow ma phuong phap hoa hgp ASEAN ACM
SIN 02 dua ra 1a 3,0 pg/ml tinh theo dung dich chuan tiém vao hé théng sic ky, nhu
vay qui trinh ndy co6 giéi han phat hién thap hon téi 25 lan.

3.1.2. Rhodamin B

Dbi twong my pham nghién ctru 4p dung véi Rhodamin B (RB) 1a phan mat,
phan m4, son méng, son nude, son thoi.

St dung 4 mau: phan mat Belove tim (dwgc ma hoa 1a RB03), son méng Melia
tim (duoc ma hoa 1a RB11), son nudc Starshine 08 (dugc ma hoa 1a RB13), son thoi
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Essance RD201 (dugc ma hoa la RB15) dugc xac dinh so b 1a khong chira RB dé 1am
nén mau trong tham dinh phuong phap va cac nén miu duoc ky hiéu 1a N1 dén N4.
Mau Lipgloss Zhoubang (dwgc ma hoa 1a RB14) di xé4c dinh so bd 1a c6 ham lugng
RB kha 16n ciing duoc sir dung trong tham dinh phuwong phap.

3.1.2.1. Xi¢ Iy va chudn bi mdu

Thém chinh xac mot luong chudn RB vao nén miu N1 (d3 xac dinh so bo
khong chtra RB), tron déu dé duoc miu tu tao c6 chira RB v&i ham luong 20ug/g, lua
chon cac dung méi chiét miu cho thay hdn hop acetonitril - nude (1:1) 13 dung méi
chiét RB c6 nhiéu wu diém hon ca. Do vay hdn hop nay duoc chon 1am dung méi chiét
mau.

% Chudn bi mdu thir tie my pham

- Bdi v6i cac mau son va son mong: Can chinh xac mot luong khoang 0,5g mau
my pham vao cdc c6 mo, ding dila thay tinh phan tin miu déu trong cbc, dung 15ml
n-hexan chuyén dan toan bd luong miu trong cbc (bao gébm ca trang cdc) vao binh
gan. Thém 25ml dung méi chiét mau vao binh gan, lic k¥ trong 30 phit, dé ling cho
phan 16p, gan ldy phan dung mai chiét mau (16p dudi). Loc qua gidy loc, 1di loc lai
bang mang loc 0,45um, 1ay dich trong dé tiém vao cot sac ky.

- B6i voi mau phan mat: Can chinh xac mot lwong khoang 0,5g mau my pham
vao binh nén nat mai dung tich 50ml, thém 25,0 ml dung mdi chiét mau lic ky va
chuyén vao 6ng ly tim. Tién hanh ly tdm véi toc d6 5000 vong/phut trong 5 phut. Loc
dich ly tAm qua gidy loc, loc lai bang mang loc 0,45um, 14y dich trong dé tiém vao cot
sac ky.

% Dung dich chudn:

Chuéan bi mot dung dich RB chuan c6 néng d6 khoang 1,2ug/ml trong dung moi
chiét mau.
3.1.2.2. Lwa chon diéu kién phén tich Rhodamin B
% Piéu kién sdc ky:

Qua qué trinh khao sat di chon dugc diéu kién sic ky twong dbi phu hop nhu
Sau:

- Pha tinh: c¢ot Alltech, Grace RP18 (250x 4,6 mm; 5 um).
- Detector PDA: quét phd UV-VIS tir 300-900 nm, 14y séc ky d6 & 550 nm.
- Pha dong: ACN-THF-Dung dich dém pH 9,0 (2:3:5)
- Toc d6 dong: 1,0 ml/phuit.
- Thé tich tiém mau: 100 pl.
- Nhié¢t do cot: nhi¢t do phong.
< Cdch tién hanh:
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Tiém lan lugt dung dich chuan, dung dich thir vao hé thong sic ky, quan sat
thoi gian luu va phd UV-VIS cia pic thu duoc tir dung dich thir va dung dich chuén.
Néu sic ky dd cta dung dich thir cho pic ¢6 thoi gian luu va phd UV-VIS gibng véi
pic cua RB trén sic ky dd cua dung dich chuan RB, hé sé chong ph tai pic nay véi pic
MY 16n hon 0,99 thi ¢6 thé két luan mau thir ¢6 chira RB.
3.1.2.3. Thdam dinh phwong phdp
Do dac hiéu

Tién hanh phan tich céc mau ¢6 nén mau khac nhau N1, N2, N3 va N4 véi cac
diéu kién phan tich da néu. Cac mau chuén va thir dugc chuin bi nhu sau:

- Mau placebo: 13 cac mau my pham da xac dinh so bo 1a khong chira RB (nén N1, N2,
N3 va N4) va duoc xir 1y thich hop theo timg dang mau.

- Miu ty tao: 13 cac mau my phém khong chira RB dugc tron thém mot luong chinh
xac RB chuan va xu Iy phi hop nhu d3 néu (thém chuan RB vao cdc mau nén N1, N2,
N3 va N4).

- MAu da phat hién c6 RB (mau RB14: Lipgloss Zhoubang).

Séc ky dd cua cac mau duge chuan bi tir 4 nén mau nhu trén nhu ¢ hinh 3.2:

- P6i v6i dung dich chuan, trén sac ky do chi xuat hién mot pic rd rang ciia RB voi
thoi gian luu khoang 8,9 phdt (Hinh 3.2.a).

- Pdi v6i miu trang, trén sic ky dd khong c6 pic nao xuat hién twong Gmg véi thoi gian
luu ctia RB (Hinh 3.2.b).

- Pbi v6i mau tu tao, sic ky dd cho ta mot pic tuong tng véi pic ciia RB trén sic ky
d6 ctia dung dich chuan vé thoi gian luu, dong thoi duoc tach riéng khoi cac pic khac
(Hinh 3.2.c).

=

2) b) )
Hinh 3.2. Sdc ky do ciia mdau RB chudn (a), mdu placebo véi nén mau N2 (b) va mdu

tir tao nén N2 ¢6 thém chudan (c).
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Hinh 3.3. Sdc ky do mdu RB14 va két qua so sanh phé UV-VIS ciia pic nghi ngo véi
pic RB chudn.

- Dbi v6i mau phat hién c6 RB (RB14), sic ky d6 cua dung dich thir cho pic c6 cung
thoi gian luu véi pic cua dung dich chuan RB va phdé UV-VIS trang v6i phé UV-VIS
ctia dung dich chuan RB, hé s6 chong pho 1a 0,9949 (Hinh 3.3).
% Khodng nong dé tuyén tinh

Pé danh gia khoang tuyén tinh, mot diy dung dich chuidn RB trong dung méi
chiét mau c6 nong do6 trong khoang 0,048 -1,160pg/ml duoc chuan bi. Cac dung dich
chuan nay duoc lan luot tiém vao hé théng HPLC véi cac diéu kién sic ky da chon.
Két qua dap ung trén sic ky d6 (thong qua chiéu cao pic) cho thiy phuong phap phan
tich da xdy dung cho dap ng tuyén tinh t6t trong khoang néng do phén tich cia RB tir
50 dén 1150 ng/ml (Bang 3.6). Phuong trinh duong chuan xic dinh dugc 1a: H =
85712.C + 219,5 véi hé s6 twong quan r = 1 va y-intercept 1a 1,32%.

Bdng 3.6. Két qua khdo sat khodng nong dé tuyén tinh ciia RB

STT | Nongdo RB C(ng/ml) Chiéu cao pic H (mAU)
1 48 4312
2 96 8343
3 193 16637
4 386 33582
5 771 66461
6 1157 99205
120000 - .
Chieu cao pic H H=857.C+219,5

(mAu)

Rz=1

80000 -

40000 +

Néng dd RB C(ng/ml)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Hinh 3.4. Su phu thugc cia chiéu cao pic vao n5ng do RB
% Do chinh xac
Dé tién hanh khao sat do chinh xac, mot luong chinh xac RB (2,0ml dung dich
RB chuan 8,7 ug/ml) dugc dua vao cac nén mau khong cé chat phan tich, tron déu tao
mau tu tao. Mau RB14 do khao sat so b théy c6 ham lugng RB khé 16n nén khong
thém chuin va dugc dung dai dién ludn cho nén mau son nudc (N3). Cac mau duoc
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tién hanh xur 1y theo quy trinh twong tng va phan tich 6 1an doc 1ap theo diéu kién da

xac dinh.

Do chinh x&c cua phuong phap s& duoc danh gia qua két qua ham luong RB thu

dugc sau 6 1an phén tich doc 14p cac mdu RB14 va miu ty tao trong cling mot ngay va
khéac ngay nhu ¢ bang 3.7 va bang 3.8.

Két qua dinh lwong RB trung binh trén nén miu RB14 (n = 12) 1a 20,2 pg/g véi
RSD la 1,65% va lugng tim lai RB trung binh trén nén mau N1 (n =12) 1a 17,34 pg voi
RSD 4 1,20%. Két qua trén cho thiy phuong phap c6 do lap lai tét ca trong ting ngay

va khac ngay phan tich trén cic nén miu di khao sat (RSD = 1,65% v&i mau son di

phat hién duoc c6 chira RB va 1,2% véi nén mau tu tao). Nhu vay phuong phap c6 do

chinh xac dat yéu cau dé dinh tinh, dinh luong RB.
Bang 3.7. B¢ lap lai trong ngay va khac ngay cia RB trén nén mau RB14 (phat hién
c6 Rhodamin B)

S Ngay 1 Ngay 2

T | Lwongmdu | Chiéucao | Luong RB | Lugng mau | Chiéucao | Luong RB

T | nen(g) | pic(mAU) | (ng/g) nén(g) | pic (MAU) | (uglg)

1 0,5132 35847 19,80 0,5145 36002 19,90

2 0,5579 36049 19,91 0,5307 37348 20,64

3 0,5209 35377 19,54 0,5405 37055 20,48

4 0,5383 37092 20,49 0,5528 36502 20,18

5 0,5326 36886 20,37 0,5411 36543 20,20

6 0,5240 36155 19,97 0,5323 35990 19,89
Trung binh 20,1 20,22

RSD (%) 1,77 1,50
Bang 3.8. ¢ lap lai trong ngay va khac ngay cia RB trén nén mau N1

S Ngay 1 Ngay 2

T | Lugng mau | Chiéucao | Lugng RB | Luong mau | Chiéucao | Luong RB

T nén (g) pic (mAU) | tim lai (ug) nén (g) pic (MAU) | tim lai (ug)

1 0,5105 63757 17,28 0,5012 63556 17,20

2 0,5227 62931 17,51 0,5255 61981 17,64

3 0,5112 63456 17,36 0,5300 62965 17,36

4 0,5224 62591 17,60 0,5123 63352 17,26

5 0,5307 64963 16,96 0,5234 63405 17,24

6 0,5290 64351 17,12 0,5139 62224 17,57
Trung binh 17,31 17,38

RSD (%) 1,38 1,06
“ Do dung

Pé tién hanh khao sat do dang, cac mau nén N1, N2 va N4, s& duoc 1an luot
thém 3 lugng chinh xac khac nhau (1,0ml, 2,0ml va 3,0ml dung dich RB chuan c6
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ndng do 4,35 pug/ml) vao nén miu trude khi duoc tién hanh xir Iy mau theo quy trinh
tuong tng. Phan tich cac miu thir theo diéu kién da xac dinh.

Do dung cia phuong phap duoc danh gia bang cach so sanh lwong RB tim lai
dugc trong mau tir tao so voi luong RB cho vao cac nén mau N1, N2 va N4 (Bang

3.9).

Bang 3.9. Két qua danh gid d¢ Idp lai va dé ding trén cdc nén mdu cé thém chat

chuan va mau co chira RB

TT | MAu my pham st dung (Nén mau) | Ty 1é tim lai (%) RSD (%)
1 RBO03 (N1) 99,7 1,99
2 RB11 (N2) 86,8 1,17
3 RB15 (N4) 99,2 1,85
4 RB14 - 1,65

Két qua thyc nghiém trén 3 miu thém chuan va mau RB14 cho thay, phuong
phap c6 do 1ap lai kha cao, thé hién qua gia tr1 RSD thu dugc sau 6 lan phan tich doc
1ap kha nho (1,17 -1,99%). Phuong phép ciing cho d6 dang twong ddi tot, thé hién qua
ty 1€ tim lai dat dugc khoang 86,0 - 99,8%. Nhu vay, trén tat ca cac loai nén mau my
pham nghién ciru, phuong phap phan tich xay dung da thé hién do dic hiéu va do diung
t6t, pht hop véi muc dich cua phuong phap 1a phat hién RB c6 mit trai phép trong
phan mat, son mong va son moi.

& Gioi han phat hién

Gi61 han phat hi¢n (LOD) ctua phuong phap dugc xac dinh qua thyc nghiém
bang cach phan tich cdc miu tu tao trong nén miu my pham c6 nong do RB chuan
dugc thém vao giam dan. Két qua thyc nghiém cho thay khi nong do RB trong dung
dich mAu thir tiém sic ky 13 0,04 pg/ml, pic RB trén sic d6 cao hon 3 1an so v6i nhidu
duong nén. Nhu viy phuong phap c¢6 LOD d6i v6i RB 13 0,04 pg/ml. Tuong tmg véi
cac quy trinh xr Iy miu da néu (lwong can mau khoang 0,5g, thé tich pha lodng 25ml)
thi gi6i han phat hién trén mau 1a khoang 2,0 pg/g ché pham.

Két qua kiém tra lai trén cac nén mau véi luong thém vao mau dé c6 dugc nong
d6 RB & gidi han phét hién, cac mau déu cho pic RB phat hi¢n duoc.

3.1.3. Pigment red 53

Dbi tugng nghién ciru véi Pigment red 53 (RR) 1a 20 mau my pham (duoc ky
hiéu PRO1-PR20) gdm: 7 miu son nudc, 7 mau son ran va 6 mau phin ma.

St dung 3 miu (duoc xac dinh so bo khong c6 PR) dé xay dung, thim dinh
phuong phap 1a son nudc Lipgloss 3D 06 Zhoubang (PRO7), son thoi Rose Lady 109
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VOV Moisturizing coloring effect (PR10) va phan ma Color Song Blusher 04 VOV
cosmetic Co Ltd., Korea (PR17).
3.1.3.1. X Iy va chudn bi méiu

Sau khi khao sat so bd véi mot sb dung moi hoa tan miu nhu: ethanol,
acetonitril, aceton, cloroform, methanol, dicloromethan, dimethylsulfoxid, hon hop
dimethylsulfoxid - acid phosphoric (95:5), dimethylsulfoxid dugc chon vi dung méi
nay hoa tan duoc hoat chat can phan tich va loai dugc nhiéu thanh phan khéc trong cac
mAu son va phin ma vé6i qui trinh xtr Iy mau don gian dé thuc hién.

% Chudn bi mdu thir tir my pham:

- V6i dbi tugng mau son nudc, son ran: can chinh xac khoang 0,5 g ché pham
vao cbc 50ml, thém 1ml tetrahydrofuran, dung diia thuy tinh khudy k¥ cho t6i khi ché
pham phan tan hoan toan, thém 10 ml dimethylsulfoxid khudy k¥, lac siéu 4m 10 phut,
chuyén sang binh dinh muc 20 ml va thém dimethylsulfoxid vira da dén vach, lic déu.
Loc qua gidy loc, bo khoang 5 ml dich loc dau. Hut 5,0 ml dich loc vao binh dinh mtrc
25 ml. Thém pha dong vira da dén vach. Loc qua mang loc 0,45 um, lay dich trong dé
tiém vao cot sic ky.

- Véi ddi tugng mau phéan: can chinh xac khoang 0,5 g ché pham vao binh dinh
muc 20ml, thém 15ml dimethylsulfoxid lac siéu 4m 10 phut, thém dimethylsulfoxid
vira du dén vach. Loc qua giéy loc, bdé khoang 5ml dich loc dau. Hat 5,0ml dich loc
vao binh dinh murc 25ml. Thém pha dong vira du dén vach, lic déu. Loc qua mang loc
0,45 um, ldy dich trong dé tiém vao cot sac ky.

% Chudn bi mau chuan:

Dung dich d6i chiéu: Can chinh xac khoang 50 mg chét chuian PR vao binh
dinh mic 100 ml. Thém 40 ml dimethylsulfoxid lic siéu 4m 10 phat, thém
dimethylsulfoxid vira di dén vach, lic. Hat 2,0 ml dung dich ndy vao binh dinh murc
50 ml, thém dimethylsulfoxid vira dii dén vach, lac. Hat 3,0 ml dung dich nay vao binh
dinh mtrc 50 ml, thém 7 ml dimethylsulfoxid, va thém pha dong vira du dén vach. Loc
qua mang loc 0,45 um trudce khi tiém vao cot sic ky.
3.1.3.2. Lwa chon diéu kién phan tich Pigment red 53 bang HPLC

Trién khai thir nghiém, diéu kién sac ky dugc chon nhu sau:

- Cot Apollo C18 (250 x 4,6 mm; 5 um).

- Detector PDA quét pho trong dai bude séng tir 200 dén 800 nm, 13y sic ky dd
o budc soéng 490 nm.

- Pha dong: methanol - dém pH 6,2 (65 : 35), thay d6i ty 1¢ néu can.

- Téc d6 dong: 1,0 ml/pht.

- Thé tich tiém mau: 20 pl.
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- Nhiét do cot: 30 °C.
Dung dich dém pH 6,2 dugc chuédn bi biang cach dung acid acetic 30% thém vao
dung dich triethylamin 3 mM trong nudc dé diéu chinh vé pH 6,2. Loc béng bo loc
dung méi, mang loc 0,45 um.
3.1.3.3. Thdm dinh phwong phdp
% PG ddc hiéu : St dung cac diéu kién phan tich da dugc chon dé phan tich cac mau
(dugc xir 1y theo qui trinh di néu) gdom:
- MAu tring: miu m¥ pham khong chira PR (PRO7).
- Miu ty tao: miu m¥y pham khong chira PR (PR07) dugc tron véi mot lugng chinh
xac PR chuan va xir Iy theo qui trinh dé dugc dung dich cudi cing tiém sac ky c6 nong
d6 1,2 png/ml.
- Méu dung dich chuan PR: chuan bi nhu qui dinh néu trén.
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Hinh 3.5. Sci)c ky d6 ciia mdu trdng (a), c)z’ung dich chudn PR (b) va l)ncfu tu tao (c)
Két qua thu duoc nhu & hinh 3.5, cho thay:
- P6i v6i dung dich chuén, trén sac ky do chi xuat hién mot pic rd rang cua PR.
- Pdi v6i miu tring, trén sic ky dd khong c6 pic ndo xuét hién twong Gng véi thoi gian
luu cua PR.
- P6i v6i mau tu tao, sic ky d6 cho ta mot pic tuong tmg vi pic ciia PR trén sic ky
d6 cua dung dich chuan vé thoi gian luu, d6 tuong thich khi so sanh phd UV-VIS,
ddng thoi duoc tach riéng khoi cac pic khéc.

- Thoti gian luu tr: Thoi gian luu cua pic trong
mau thir giéng thoi gian luu cla pic trong mau
chuan (khoang 7 phiit).

- Ph6 UV -VIS: Chong phd ¢ dai song tir 220-

600 nm, pho ctua dung dich chuan va pho cua ~ ___d
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dung dich thir dat budc song cuc dai 490 nm  Hinh 3.6. Két qud so sanh pho”l Uv-

va hé s similarity 12 0,9954 (Hinh 3.6). VIS cua pic PR tren mdu chudn va
mau tw tao

Céc két qua trén cho thy phuong phap du do dic hiéu dé xac dinh PR.
% Khodng tuyén tinh

Pé danh gia khoang tuyén tinh, chung t6i chuin bj mot diy 7 dung dich PR
chuén trong dimethylsulfoxid - pha dong (20 : 80) c6 nong d6 nhu & bang 3.10. Tién
hanh phan tich theo diéu kién sic ky nhu muc 3.1.3.2. Két qua thu dugc cho thiy trong
khoang nong d6 1,2 — 7,7 pg/ml c6 sy tuong quan tuyén tinh giita dién tich pic va
noéng d6 PR. Phuong trinh duong chuan thu duoc la: S = 54105,5.C - 2108,31, véi hé
s6 twong quan r 1 0,9997 va y-intercept 1a 1,4%.

Bang 3.10. Két qua khdo sat d tuyén tinh ciia Pigment red 53

Dung dich 1 2 3 4 5 6 7

Nong do C (ug/ml) | 1,157 | 1542 | 2,314 | 2,892 | 3,856 | 5,784 | 7,712

Dién tich pic S(mAu.s) | 56415 | 83537 | 120814 | 155739 | 211317 | 310885 | 413030

*» Do lap lai - B dung:

Viéc danh gia do lap lai va do dung duoc thuc hién déng thoi trén 3 mau tu tao:
trén nén son nudc (PRO7), trén nén son ran (PR10), trén nén phin ma (PR17). Mot
luong chinh xac PR chuén dugc dua vao nén mau my phﬁm. Mobi mau tu tao sé& dugc
tién hanh xtr 1y theo qui trinh va phan tich theo diéu kién da dugc chon véi 6 1an phan
tich doc 1ap. o lap lai cta ca phuong phap duoc danh gia qua két qua ham luong PR
cac 1an phan tich doc 1ap trong miu tu tao. PO diing ctua phuong phap dugc danh gia
bang cach so sanh lugng PR tim lai dugc trong mau tu tao so voi luong PR cho vao
ban dau. Két qua duoc trinh bay & cac bang 3.11 dén bang 3.13.

Két qua thuc nghiém trén 3 loai mau tu tao cho théy, phuong phap c6 do lap lai
t6t qua 6 1an phan tich doc 1ap (déu c6 RSD thép, dao dong tir 0,65% dén 1,39%). Ty
1¢ thu hoi PR trén ca 3 loai nén mau déu cao (99,43% dén 101,09%). Nhu vy, phuong
phap phan tich x4y dung d thé hién do lap lai, do dung tot, phu hop véi muc dich cta
phuong phap 1a phat hién PR cé mit trai phép trong son va phan ma.

Bdng 3.11. Khdo sdt @ diing, do ldp lai trén nén mau son nuée (PRO7)co thém chudn

T Luong mau nén Luong PR thém | Luong PR tim lai | Ti lé thu hoi
(9) vao (ug) duoc (ug) (%)
1 0,5134 134,52 135,18 100,49
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2 0,4997 134,52 136,28 101,31
3 0,5544 134,52 135,92 101,04
4 0,5769 134,52 132,96 98,84
5 0,4775 134,52 138,70 103,10
6 0,5011 134,52 136,86 101,75
Trung binh 101,09
RSD (%) 1,39
Bang 3.12. Khao sat do dung, do lap lai trén nén mau son ran (PR10) 0 thém chuan
T Luong mau nén Luong PR Luong PR tim lai Ti 1é thu hdi
(9 thém vao (ug) dugc (ug) (%)
1 0,5553 67,26 66,72 99,20
2 0,4968 67,26 67,07 99,72
3 0,5517 112,10 110,29 98,38
4 0,4861 112,10 111,68 99,63
5 0,4776 224,20 223,29 99,59
6 0,4910 224,20 224,91 100,32
Trung binh 99,47
RSD (%) 0,65

Bang 3.13. Khao sat do dung - do lap lai voi PR trén nén mau tw tao

TT Néjn mau my Danh gia d¢ 1ap lai qua | Banh gid d§ dung qua ty
pham su dung RSD (%) 1¢ tim lai (%)
1 PRO7 1,39 101,09
2 PR10 0,65 99,47
3 PR17 0,97 99,43

*» Gioi han phat hién- Gioi han dinh lwong

Dung dich mau tiém sic ky c6 néng do PR 14 0,4 pg/ml cho dap tmg pic cua PR
gap 3 1an so v&i nhiéu duong nén. Nén gi6i han phat hién PR ciia phuong phéap xéc
dinh duoc 13 0,4 pg/ml (tuong tng v4i 80 pg/g mau my pham).

Dung dich mau tiém sic ky c6 néng do PR 1a 1,2 pg/ml cho déap tmg pic cua PR
gap 10 1an so véi nhidu duong nén. Nén gi6i han dinh luong véi PR clia phuong phap
xéac dinh duoc 1a 1,2 pg/ml (twong tng v6i 240 pg/g mau my pham).

3.1.4. Pigment orange 5

- 69 -



Déi trong miu my pham nghién ctru 4p dung véi Pigment orange 5 (PO) la son
moi, son mong.
3.1.4.1. Xi¢ Iy va chudn bi miu:

Sau khi khao sat mot s dung méi chiét mau nhu: methanol, dicloromethan...
ching t6i thdy hdn hop dung méi N,N - dimethyl formamid va acid phosphoric (95:5)
1a hé dung méi phu hop vi hoa tan duoc hoat chat can phan tich (hiéu suat chiét cao)
va loai duoc nhiéu thanh phan khac co trong cac nén mau. Tuy nhién, véi mau son
dang thoi, can dung dicloromethan dé phan tan mau trudce khi chiét bang dung méi pha
mau

Qui trinh x&r Iy mAu: can chinh xac khoang 0,5 g ché pham vao cdc c6 mo 20 ml
(thém 2 ml dicloromethan v&i nén mau 1a son dang thoi), dung diia thuy tinh khudy
cho mau phan tan déu, thém 10 ml DMPM, khuay k¥, lic siéu 4m khoang 10 phut,
chuyén vao binh dinh muc 20,0 ml. Trang, ria coc 16i chuyén vao binh dinh murec,
thém vtra du téi vach béng DMPM. Loc qua giéy loc, loc lai qua mang loc 0,45 pm.
3.1.4.2. Lwa chon diéu ki¢n phén tich Pigment orange 5

Pé khic phuc nhitng nhugc diém va kho khin khi sir dung phuong phap hoa
hop ASEAN ACM SIN 02, can tién hanh khao sat, chon lya diéu kién sic ky phu hop
hon. Sau qua trinh danh gia so bd diéu kién phan tich dugc chon lya nhu sau:

% Diéu kién sdc ky:

- Pha tinh: C6t Apollo C18 (250x4,6 mm; 5 um).

- Pha dong: Methanol — Dung dich dém pH 6,2 (85:15).

- Budc song 1ay sic do: 490 nm.

- Thé tich tiém mau: 20 pl.

- Téc do dong: 1,0 ml/phit.

- Nhiét do phéan tich: 30°C

Dung dich dém pH 6,2 duoc chuan bi nhu sau: Pha dung dich triethylamin
3mM trong nudc, dung acid acetic 30% chinh vé pH 6,2. Loc bang bd loc dung méi
v&1 mang loc 0,45 pm.

% Tién hanh:

Tiém riéng biét dung dich thtr, dung dich chuan vao hé thong sic ky sir dung
cac diéu kién & trén. Tién hanh sic ky khoang 12-15 phut. Ghi lai sic ky do.

So sanh thoi gian luu va xac dinh hé sé similarity cta pic nghi ngd 1a Pigment
orange 5 thu dugc tir mau thir va pho cua pic Pigment orange 5 tir mau chuan dé nhan
dién céc pic.
3.1.4.3. Tham dinh phwong phdp
% Panh gia do dac hiéu:
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Str dung cac diéu kién phan tich da duoc chon, tién hanh phan tich cic miu sau:

- Mau trang: Mau my pham khong chtra PO duogc xir 1y theo qui trinh tuong
g va tién hanh sic ky theo diéu kién di chon (PO01, PO02, PO03).

- MAu tu tao: can chinh xac khoang 0,5 g mau thir khong chira PO, thém mot
lwong chinh x4c chit chuan PO (Pha lodng dung dich di chiéu gbc voi DMPM dé thu
duge dung dich ddi chiéu co ndng do khoang 22 pg/ml, 1ay 2 ml dung dich nay dé
thém vao mau), xt Iy miu va tién hanh sic ky theo diéu kién da néu. Tién hanh trén 3
nén mau khéc nhau.

- MAu chuan: Chuan bi dung dich chuan c6 nong d6 2,2pg/ml.

Séc ky dd ciia cac mau trén nén mau PO02 duoc trinh bay & hinh 3.7.

iy :
; : \ j
a) L T T T L I| b)
: e %
- SIS
) ; = d)
- —— - . e)
Hinh 3.7. Két qua ddanh gid dé ddc hiéu véi PO
a) SKD dung moi; b) SKP mdu nén; ¢) SKP mdu t tao cho thém PO;
d) SKP mdu chuan PO; e) Chong phé UV-VIS ciia pic PO ciia cdc mdu ¢) va d)

Két qua cho thay, trén sic ky do mau chuan (3.7.d) xuat hién rd rang mot pic
ctia PO (tr khoang 10,5 ph(it); trén sac ky d6 mau tring (3.7.a) khong xuat hién pic nao

tuong g véi thoi gian luu cta PO; trén sic ky ¢6 mu ty tao (3.7.c) xuét hién 1d rang
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1 pic c6 thoi gian luu twong tng cia PO duogc tach riéng khoi cac pic khac trong nén

mau. Khi so sanh phdé UV- VIS cua pic nay voi pic thu duge tir miu chudn, hé sb

turong duong 1a 0,9953. Nhu vy, phuong phap c6 tinh dic hiéu d6i véi PO.

% Khodng nong dj tuyén tinh:

Bang 3.14. Két qua khdo sat d tuyén tinh cia Pigment orange 5

_ Dungdich 1 2 3 4 5 6
Nong d6 C (ug/ml) 1,1 2,2 4,3 8,6 43 86
Dién tich pic S (mAuU.s) | 96578 | 207795 | 413252 | 842743 | 4277403 | 8580116
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. :
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R?*=1
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Néng dé C (ng/ml)

20 100

Hinh 3.8. Su phu thuéc dién tich pic vao

néng do ciia Pigment orange 5

Phuong trinh héi qui xac dinh duogc la: S = 99919.C — 15057 véi hé s6 tuong
quan r=1vahé sb y- intercept 1a 2,28%.

*» Danh gia do lap lai:

Bang 3.15. Khao sat do lap lai cua phwong phap

Mdu Luwong mdu (g) Dién tich pic (mAU.s) Ty I¢ tim lai %
0.5255 207795 1018
0.5028 205065 1005
05195 205594 100.7
05170 208336 102.1
PO01 0.5206 202463 99 2
0.5001 201802 98.9
Trung binh 100,53
RSD (%) 1,30
05002 209988 102,89
0.5010 208353 102,09
0.5040 204311 100 11
0.5015 209130 102,47
P02 0.5090 204152 100,03
0.5011 209379 102,59
Trung binh 100,70
RSD (%) 1.26
05017 202627 99,29
05139 207019 101,44
PO03 0.5030 205509 100,70
0.5083 207399 101,62
0.5002 199444 97.73
05157 208162 101,99
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Trung binh 100,46
RSD (%) 1,64

Tién hanh trén 3 mau tu tao: can chinh x4ac khoang 0,5 g mau, thém chinh xac
khoang 43ug chit chuan PO (thém 2.0 ml dung dich chuan PO 21,5 pg/ml) vao mdi
mAu thir, tron déu cdc miu dé 1am miu tu tao, xr Iy mau va tién hanh sic ky theo diéu
kién da chon. Véi mdi nén mau (POO1, PO02, POO03) tién hanh phan tich 6 1an mau
doc lap. Song song tién hanh sic ky mot dung dich mau chuan (khong c6 nén mau) co
noéng do PO x4p xi miu thir. Tinh gid tri d6 léch chuan twong ddi RSD (%) tir két qua
ham lugng PO tim duoc trong méu ty tao sau 6 1an phan tich (Bang 3.15).

Do léch chuan twong ddi sau 6 lan phan tich trén 3 nén mau khac nhau c6 RSD
déu dudi 2%. Nhu vay phuong phap phén tich c¢6 do lip lai tét & vung gi6i han dinh
luong (2,1 pg/ml) voi mau my pham c6 nén phire tap.

Do dung:

Can chinh xac khoang 0,5g miu thir khong chtta PO cho mdi mau, thém maot
lugng chinh xac chat chuan PO vao mau thir. Mdi mau thir thém 3 mitc, mdi muc tién
hanh 3 mau. X& 1y mau theo qui trinh phan tich & muc 3.1.4.1., chay sic ky theo qui
trinh phan tich & muc 3.1.4.2. Két qua duoc thé hién & cac bang 3.16 dén 3.18

Bdng 3.16. Két qua khdo sat @ diing ciia phwong phép trén nén mau PO02

STT Kh(A)Ni luong | Luong chuan | Dién tich pic Luqng chuan Ty 1é thu hoi
mau (g) thém vao (ug) | thir (mAU.s) tim thay (ug) (%)
1 0,5186 43 208336 43,8 102,1
2 0,5170 43 212463 44,6 104,1
3 0,5160 43 201802 42,6 98,9
4 0,5036 430 2255133 432,6 100,6
5 0,5069 430 2238279 429,2 99,8
6 0,5168 430 2252016 431,8 100,4
7 0,5095 1075 5513247 1096,6 102,0
8 0,5105 1075 5516812 1096,2 102,0
9 0,5141 1075 5537419 1100,8 102,4
Trung binh 101,3
RSD(%) 1,71
Bdng 3.17. Két qua kha nang tim lai ciia Pigment orange 5 trén mau POO01
STT Khdi lwong | Lugng chuan | Dién tich pic Luogng chuan | Ty 16 thu hdi
mau (g) thém vao (ug) | thr (mAU.s) | tim thay (ug) (%)
1 0,5120 43 199130 42,0 97,6
2 0,5161 43 206152 43,4 101,0
3 0,5114 43 199379 42,1 97,7
4 0,5193 430 2150960 431,6 100,4
5 0,5116 430 2113558 4244 98,7
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6 0,5150 430 2159632 433,4 100,8
7 0,5111 1075 5412741 1096,0 102,0
8 0,5037 1075 5449971 1104,0 102,7
9 0,5132 1075 5425285 1098,6 102,2
Trung binh 100,3

RSD(%) 1,92

Bdng 3.18. Két qua kha nang tim lai ciia Pigment orange 5 trén mau PO03

£ Luon in . Luon ) 1A X
st | KBOUOmE | iyt | DIED e pIC | gy iy | T 1 0
vao (ug) ' thay (ug)

1 0,5083 43 202627 42,6 99,1
2 0,5065 43 207019 43,6 101,4
3 0,5017 43 205509 43,3 100,7
4 0,5012 430 2112331 434,3 101,0
5 0,5015 430 2099765 431,7 100,4
6 0,5026 430 2121137 436,0 101,4
7 0,5089 1075 5275556 1087,9 101,2
8 0,5093 1075 5348136 1103,0 102,6
9 0,5087 1075 5338031 1100,8 102,4
Trung binh 101,1

RSD (%) 1,04

Két qua cho thay kha ning tim lai ndm trong khoang tir 97,6- 104,1% v&i do
léch chuan twong d6i nho hon 2% (RSD tir 1,04 dén 1,92%) la phuong phap c6 do
dung tot d6i voi chat c6 ham lugng nho trong mau va ¢ ngay gidi han dinh lugng.

% Gidi han phat hién (LOD) va gidi han dinh luong(LOQ):

Pha loang dan dung dich thir va dung dich chuin dén nong do thap nhat ma tin
hiéu ctia may van dap tmg duoc (gap 3 1an so voi nhidu duong nén) dé xac dinh gidi
han phat hién. Gi6i han phat hién xac dinh dugc 13 0,65 pg/ml tinh theo nong do
Pigment orange 5 trong dung dich tiém sic ky (26 pg/g mau my pham), so voi cong bd
trong phuong phap hoa hop ASEAN ACM SIN 02 14 16 pg/ml, gidi han phat hién cua
qui trinh nay thip hon gan 25 1an. Két qua thé hién & hinh 3.9.
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Hinh 3.9. Sdc ky do dung dich & gidi han phdt hién 0,65 ugiml (26 uglg ché phdam)

Pha lodng dan dung dich thtr va dung dich chuan dén ndng do thap nhét (tin
hiéu may cho dap tmg gip 10 1an so v6i nhidu duong nén) ma xac dinh duoc Pigment
orange 5 vai do 1ap lai va do dung chip nhan duoc dé xac dinh gidi han dinh luong.
Gi61 han dinh lugng thu dugc 1a 2,15 pg/ml tinh theo néng do Pigment orange 5 trong
dung dich tiém sic ky.

3.1.5. Crystal violet

Dbi twong miu my pham nghién ciru 4p dung véi Crystal violet (CV) la son
moi, son méng, phan mat.
3.1.5.1. Xi Iy va chudn bi méu:

Qua khéo sat chon dugc dung moi chiét mau: cho son méi va son méng 1a hdn
hop acetonitril - tetrahydrofuran - dung dich dém amoniac pH 9,5-10,0 (2:3:5); cho
phan mat 13 hdn hop acetonitril - dung dich dém amoniac pH 9,5-10,0 (2:5)

Dung dich d¢ém amoniac pH 9,5-10,0 chuan bi theo Duoc dién Viét nam IV,

% Chudn bi mdu thir tie my pham
- P6i v6i mau son méi va son mong:

Can chinh xac mot lugng khoang 0,5 g mau my pham vao cdc c6 mé 10ml,
dung diia thiy tinh phan tan mau déu trong cdc, dung 7,5 ml tetrahydrofuran, chuyén
dan toan bd luong miu trong cdc vao binh dinh mirc dung tich 25 ml, thém 10 ml hdn
hop acetonitril - dung dich dém amoniac pH 9,5-10,0 (2: 5), lic k¥, thém hdn hop
dung méi nay vira du dén vach va chuyén vao 6ng ly tim. Tién hanh ly tam véi toc do
5000 vong/phut trong 5 phit. Loc dich ly tam qua gidy loc, rdi loc lai bang mang loc
0,45 pm, lay dich trong dé tiém vao cot sac ky.

- Déi v6i mau phdn mdit:

Can chinh xac mot luong khoang 0,5 g miu my pham vao binh nén nit mai
dung tich 50 ml, thém 25,0 ml dung mdi chiét mau, lic k¥ va chuyén vao 6ng ly tam.
Tién hanh ly tdm véi téc d6 5000 vong/phit trong 5 phit. Loc dich ly tAm qua gidy
loc, roi loc lai br:ing mang loc 0,45 um, léy dich trong dé tiém vao cot sic ky.

% Dung dich chudn:
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Pha mot dung dich chuén Crystal violet trong dung méi chiét mau dé duoc dung
dich c6 ndng d6 khoang 0.8 pg/ml.
3.1.5.2. Lwa chon diéu ki¢n phén tich Crystal violet
% Diéu kién sdc ky:

Qua qué trinh khao sat da chon lwa duoc cac thdng sb cua hé théng sic ky nhu
sau: - Cot Alltech RP18 (250x 4,6 mm; 5 um) hoac ¢4t c¢6 tinh nang twong duong.

- Detector PDA dit trong dai budc song tir 300 - 900 nm, 1ay sic ky d6 & 590 nm.
- Pha dong: acetonitril - tetrahydrofuran - dung dich d¢m pH 9,0 (20:30:50).

- Téc d6 dong: 1,0 ml/phit.

- Thé tich tiém mau: 100 pl.

- Nhiét dg cot: nhi¢t do phong.

Dung dich dém pH 9,0 duoc chuan bi nhu sau: Can 1,4 g acid citric va 6,8g
tetrabutylammonium hydroxyd 40%, hoa tan trong 1 lit nu6c, diéu chinh pH caa dung
dich vé 9,0 béng dung dich amoniac dam dac.
 Tién hanh:

Sac ky mau thtr va miu chuan trong diéu kién sic ky da lya chon. So sanh thoi
gian luu va tinh hé sb similarity cta pic Crystal violet thu dugc tir dung dich thir va
dung dich chuén Crystal violet.
3.1.5.3. Tham dinh phwong phdp phén tich

Str dung 4 miu my pham duoc kiém tra so bd khong chaa Crystal violet 12 son
nuéc Starshine 08 (CV13, nén N1), son théi Essance RD201(CV15, nén N2), son
méng Melia tim (CV11 nén N3) va phan mat Belove tim (CV03, nén N4) trong thim

dinh phuong phap va cac mau nay dugc dat tén 1a mau tring.
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Hinh 3.10. Két qua danh gid d¢ ddc hiéu véi Crystal violet

Dung dich chudn Crystal violet: a)

Mau son nuée Starshine 08 (CV13): b) trang (nén N1) Va €) ti tao

Mau Son théi Essance RD201(CV15): d) trdng (nén N2) va €)tir tao;

Mau Son méng Melia tim (CV11): f) trdng (nén N3) va g) ti tao;

Mau phan mdt Belove tim (CV03): h) trdng (nén N4V i) tur tao.

» Do dac hiéu:

Str dung cac diéu kién phan tich da chon, tién hanh phan tich céc mau sau:
- MAu trang: miu my pham khong chita CV duoc chuan bi theo quy trinh xtr Iy mau
- Mau ty tao: mau my phém khong chtta CV duoc tron thém mot lugng chinh xac CV
chuan va xir Iy mau theo quy trinh.
- Dung dich chuan CV c6 ndng d6 khoang 0,8 pg/ml.

Céc sac ky do thu duoc nhu ¢ hinh 3.10, cho thy:
- P6i voi dung dich chuan, trén sic ky d6 chi xuat hién mot pic rd rang ciia CV véi tr
khoang 8,6 phat (Hinh 3.10.a)
- P6i v6i miu tring, trén sic ky dd khong c6 pic nao xuét hién twong Gng véi thoi gian
luu ctia CV (Hinh 3.10.b, 3.10.d, 3.10.f va 3.10.h).
- Pbi v6i mau tu tao, sic ky do cho ta mot pic twong Gmg véi pic ciia CV trén sic ky
d6 cua dung dich chuan vé thoi gian luu (Hinh 3.10.c, 3.10.e, 3.10.g va 3.10.i) va do
tuong thich khi so sanh phd UV-VIS, dong thdi dugc tach riéng khoi cac pic khac

*» Do lap lai va do dung:

Pbé khao sat do lap lai, cac nén mau tir N1 dén N4, mot lwong chinh xac CV
duoc dua vao nén mau my pham duoc tién hanh xt 1y truc tiép trén mau theo quy trinh
chuén bi mau va phan tich theo diéu kién sic ky d chon trong 6 1an doc 1ap. Cu thé Ia
lay chinh xac 2,0 ml dung dich CV chuan c6 nong d6 4,24 ug/ml cho vao khoang 0,5 g
mdi mau my pham trudc khi xir Iy miu theo qui trinh.

Dé khao sat do dung, lan luot thém 3 lwong chuan chinh xac khac nhau vao cac
nén mau tir N1 dén N4, réi tién hanh xir Iy miu theo quy trinh va phan tich theo diéu
kién da chon. Cy thé 1a thém lan lugt 1,0ml; 2,0ml va 3,0ml dung dich CV chuan 4,24
ug/ml vao khoang 0,5 ¢ mdi mau my pham trude khi xir Iy mau theo qui trinh.
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Do lip lai cta ca phuong phap s& duoc danh gia qua két qua ham lwong CV thu
dugc sau 6 1an phan tich doc 1ap mau ty tao. PO dung cua phuong phap duoc dénh gia
béng cach so sanh luong CV tim lai dugc trong mau tu tao so voi luong CV cho vao
ban dau. Két qua thuc hién trén 4 nén mau dugc thé hién trong cac bang 3.19 dén 3.22.

Két qua thuc nghiém trén ca 4 méu cho thiy, phuong phap co6 do lap lai tét, thé
hién qua gia tri RSD thap (0,73 - 2,03%) sau 6 lan phan tich doc lap: 1,65% (N1);
2,03% (N2); 1,77% (N3) va 0,73% (N4). Vé d6 ding, cho ty 1& thu hoi tét (94,0-
101,3%): 101,3% (N1), 97,9% (N2), 94,0% (N3) va 100,7% (N4).

Nhu vay, trén ca 4 loai nén mau m¥ phim, véi luong Crystal violet cho vao nén
mAu rat nho (chi xp xi 4 dén 14 pg), phuong phap phan tich xay dyng da thé hién do
dung tot, phtt hop v6i muc dich ctia phuong phap 1a phét hién Crystal violet c6 mat trai
phép trong son moi va son mong.

Bdng 3.19. Két quda khao st @6 Idp lai -va d¢ ding trén mdu nén N1 (CV13)

1T | cinmie | OV i | Chigucaopic | T8 | 9
nin(e | vaoug) | ™Y i g | ()
1 0,5012 8,48 417713 8,54 100,7
2 0,5015 8,48 420824 8,61 101,5
3 0,5026 8,48 411298 8,41 99,2
4 0,5089 8,48 431515 8,83 104,1
5 0,5093 8,48 425111 8,70 102,5
6 0,5087 8,48 423294 8,66 102,1
RSD (%) 1,65
0,5083 4,24 221047 4,29 101,3
0,5065 12,68 589401 12,55 99,0
Ty 1¢ thu héi trung binh 101,3

Bdng 3.20. Két quda khdo st dé ding-do ldp lai trén mdu tw tao nén N2 (CV15)

Lu’(_m~g Luong A ) Luong Ty 1€
TT | canmau | CV thém Chl(er;l;%o) PIC | cvitim | thu hoi
nén (g) | vao (ug) lai (ug) | (%)
05120 8,48 456770 8,66 | 1021
05061 8,48 435376 8,25 97.3

-78 -




3 | 05114 8,48 439664 8,33 98,2
4 | 05093 8,48 431299 8,17 96,3
5 | 05116 8,48 430854 8,16 98,2
6 | 05150 8,48 436681 8,27 97,6
RSD (%) 2,03

0,5037 4,24 215376 4,02 94,8
0,5132 12,68 658913 12,54 98,9
Ty 1¢ thu héi trung binh 97,9

Badng 3.21. Két quda khao st dé dung-dé Idp lai trén mdu tw tao nén N3 (CV11)

11 | canmia | cvinem | Ciwesopie | RS T
nén (g) | vao (ug) (mAU) lai (ng) (%)

1 0,5070 8,48 424487 8,04 94,8
2 0,5160 8,48 433236 8,21 96,8
3 0,5036 8,48 420015 7,95 93,8
4 0,5069 8,48 431778 8,18 96,5
5 0,5168 8,48 425690 8,06 95,1
6 0,5095 8,48 413345 7,83 92,3

RSD (%) 1,77

7 0,5086 4,24 27981 3,82 90,2
8 0,5078 12,68 86614 11,75 92,7
Ty 1¢ thu héi trung binh 94,0

Bdng 3.22. Két qua khdo sat @6 dung-dé Idp lai trén mdu tw tao nén 4 (CV03)

TT cI;rLlr erllagu c%}r?rﬁ‘agm Chicu cao pic cL;\L;Utrulr%] tl?li, 1121
nén(e) |vao(ug) | ™Y i g | o)
0,5027 8,48 403439 8,51 100,3
0,5039 8,48 409215 8,63 101,8
0,5130 8,48 402160 8,48 100,0
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0,5083 8,48 402064 8,48 100,0
0,5065 8,48 405118 8,54 100,7
0,5087 8,48 407563 8,60 101,4

RSD (%) 0,73

7 | 0,5061 4,24 208450 4,20 99,1

0,5114 12,68 590519 | 12,95 102,1
Ty 1é thu héi trung binh 100,7

s Gioi han phat hién:

Gi61 han phat hién dugc xac dinh qua thuc nghiém béng cach phan tich cac mau
tu tao trong nén mau my pham cé néng d6 CV chuan duoc thém vao giam dan. Két
qua thuc nghiém cho thiy:

Véi ndng @6 CV trong dung dich mau thir tiém sic ky 1a 0,04ug/ml, pic CV
trén sic d6 cao hon 3 lan so voi duong nén. Nhu vay phuong phap c6 gidi han phat
hién d6i véi CV 1a 0,04 pg/ml (dung dich cudi cung tiém vao hé théng sic ky). Ddi
v6i quy trinh xir 1y va chuan bi mau di xac dinh (lugng can mau khoang 0,5 g, thé tich
pha lodng 25 ml) thi gi¢i han phat hién trén mau 1a khoang 2.0 png/g ché pham.

Két qua khéo sat trén cac nén mau tr N1 dén N4, vai lugng thém vao mau dé
c6 duoc néng do & gidi han phat hién, cac mau déu cho pic Crystal violet phat hién
duoc.

3.1.6. Cac chat Sudan

Déi tuong nghién ctru vé& cac hop chat Sudan 1a cac mAu son (son gi6 va son
mOi dang thoi) dugc thu thap trén thi truong.
3.1.6.1. X Iy va chudn bi méu:

Sau khi khao sat trén mot s6 hé dung méi hoa tan mau: dicloromethan -
acetonitril  (1:1), dicloromethan - cloroform - acetonitril (2:1:3), methanol -
cloroform(1:1), methanol - ethyl acetat (1:1), hé¢ dung méi methanol - ethyl acetat (1:1)
dugc nhan thiy 13 hé ma nhom chat Sudan tan rat tot, dung dich mau thir sach khong
bi 14n nhiéu tap chat nén dugc chon lam dung mdi hoa tan mau.

% Chudn bi mau thir tir my pham:

Can chinh xac khoang 1 gam mau vao binh ndt mai 50 ml, thém khoang 10 ml
dung moi hoa tan, day nap binh, dat trén cach thity 5-10 phit & 60 °C, lac siéu am 15
phat, ly tam véi toe d6 3000-4000 vong/phut trong 10 phdt, dé lanh trong nudce da 30
phut dé tua phan t4 duoc, loc phan dung dich qua gidy loc. Loc qua mang loc 0,45 pum,
lay dich trong dé tiém vao cot sic ky.

% Dung dich doi chiéu:
Céc chat chuan Sudan 1 va Il duoc hoa tan riéng biét trong methanol, Sudan 111
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va IV duoc hoa tan riéng biét trong ethyl acetat ¢é duoc dung dich c6 nong do khoang

0,1 mg/ml dé 1am dung dich d4i chiéu gbc. Tir dung dich ddi chiéu gbc, pha lodng theo

ty 1¢ thich hop v&i dung méi hoa tan miu dé thu duoc dung dich dbi chiéu hdn hop c6

ndng do timg Sudan khoang 1pg/ml. Loc qua mang loc 0,45 um trudce khi tiém sic ky.
3.1.6.2. Lwa chon diéu kign phan tich cac Sudan:

Sau qué trinh khao sat trén hé thong may sac ky long hiéu niang cao Shimadzu,
cac diéu kién phan tich dugc chon Iya nhu sau:

- Cot Apollo C18 hay Phenomenex C18 (4,6 x 250 nm; 5um).

- Budc song 13y sic Ky d6: 488 nm
- Pha dong: methanol - nudc (93:7)
- Lya chon toc d6 dong: 1,0 ml/phut.

- Lya chon thé tich tiém mau: 20 pl.

3.1.6.3. Danh gia phwong phap

% Pdnh gid dj thich hop hé thong:

Tiém 6 1an dung dich d6i chiéu hon hop c6 nong do ting Sudan khoang 1pg/ml

vao hé thong sic ky, ghi lai sic ky d0, két qua thé hién ¢ bang 3.23.
Badng 3.23. B¢ thich hop ciia hé thong sdc ky phén tich cac Sudan

Sudan | Sudan 11 Sudan 111 Sudan IV
Thai gian luu 6,272 9,229 11,777 20,196
(phat) 6,272 9,228 11,774 20,237
6,271 9,228 11,777 20,193
6,277 9,233 11,785 20,226
6,277 9,234 11,780 20,210
6,275 9,239 11,784 20,173
Trung binh 6,274 9,232 11,780 20,206
RSD (%) 0,04 0,05 0,04 0,12
Dién tich pic 69239 60662 82473 64875
(mAU.s) 68605 61282 82380 63954
68935 60378 82382 62763
68810 61969 82419 63686
69756 61408 83235 61869
68498 60851 83103 63657
Trung binh 68974 61092 82665 63467
RSD (%) 0,67 0,94 0,48 1,63

Két qua cho thay, hé sic ky 6n dinh, dat yéu cau phan tich dong thoi 4 chat
Sudan: cac chit tach hoan toan, RSD cua thoi gian luu nho hon 1% va RSD cua dién
tich pic nhé hon 2%, d6 phan giai 1an luot 13 6,28; 3,98 va 9,12 va hé sé di xing pic
lan luot 1a 1,05; 1,02; 1,04 va 1,05 (Thé hién trong phan phu lyc 1).

< Do dac hiéu:
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Str dung cac diéu kién phan tich da chon, tién hanh phan tich cac mau sau:
- Mau trang: dung méi pha miu
- Mau nén: mau my pham khéng chira Sudan dugc chuan bi theo quy trinh xt Iy mau
- Mau ty tao: mau my pham khong chtra Sudan duoc tron thém mét luong chinh xéc
cac Sudan I, 11, 111, IV chuan va xir ly mau theo quy trinh.
- Dung dich chuan hdn hop cac Sudan 1, 11, 111, IV ¢6 ndng d6 khoang 1 pg/ml.

Céc sac ky do thu duoc cho thay:

- Déi vé6i dung dich chuan, trén sic ky dd xuat hién 4 pic dugc tach riéng biét,
rd rang cua cac Sudan I, 1, 111, IV.

- Pbi véi mau tring: trén sic ky dd khdng cd pic ndo xuat hién tuong ang voi
thoi gian luu cua cac Sudan |, 11, 1, 1V.

- Pbi véi miu nén my pham: trén sac ky d6 khong co pic ndo xuét hién twong
ung voi thoi gian Ivu cta cac Sudan I, 11, 1, 1V,

- Di véi mau tu tao, sic ky dd cho 4 pic twong &ng véi cac pic cua cac Sudan
I, 11, 11, IV trén sic ky b cua dung dich chuan vé thoi gian luu va do twong thich khi
so sanh pho UV-VIS, dong thoi duoc tach riéng khoi cac pic khac: Thoi gian luu cua
Sudan I; IT; III va IV lan luot 1a 6,2; 9,0; 11,3 va 19,2 phit. Két qua thé hién & hinh
3.11.

“Sudan 1/6.128/32299
‘Sudan ll111.195/32482

L
rsudan IV/18.876/25300

? ‘Sudan 1/8.880/29705

?
.
g
{
=
=

T T T r————— Ay 7T
50 100 150 200 min a) 0.0 50 100 150 200 min b)

Lo oA g 10,0480 A (LO0EZ
g g
g
§ ¢ 3 8§ § 8

75] g § g - 75] < g 8 2
< H @ 8 <L S = I
s 3 3 & c b A 2
: 3 g j §E 8 & 8
3 ] H K 2 4 8

50 7 g = 3 50] foz E ]

g g a g g g

‘\ S g | 3 8 g

25 oy § 25 I §

| i g i i 3

I g | P
I\ M, /\ L | A

00— J /\
i’\",ﬁ—‘k—,{%__ﬂl 04 | %U«%Lﬁl >

25

—_—— 25—
00 50 100 150 200 mn C 00 50 100 150 200 250 min

Hinh 3.11. SKD cuia cdc dung dich danh gia do dac hiéu véi Sudan
a) SKD dung dich nén mau SD03,
b) SKB dung dich tu tao Sudan I, I, 111, IV trén nén mau SD03
¢) SKP dung dich chuan ciia Sudan I, II, ITI, IV
d) SKP dung dich thir ti tao Sudan I, II, III, IV trén nén mau SDO5.
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Sewen e
[t ] Compound Nama] Pt Tena] Lambca farce | Lamecn max | Larbca mn | Cearstion | Seniarey |

ung trén SKD cua dung dich thu ti
tao va dung dich chuan

| i |
Hinh 3.12. Chéng phé UV ciia cdcczic twong
a) Sudanl, ~ b) Sudanll, c) Sudan 11l va d) Sudan IV
Két qua cho thay phuong phép c6 do dac hi¢u thé hién rd: mau nén khong co
pic nao co thoi gian luu trung véi thoi gian luu cta cac pic Sudan, cac pic Sudan trong
mAu ty tao tach ra khoi cac pic trong nén mau, cac pic nay ciing tach hoan toan khoi
nhau va c6 thoi gian luu va pho twong dwong véi cac pic Sudan thu duoc tir dung dich
chuin (h¢ sb chéng phé ctia cac Sudan tir Sudan I dén Sudan IV 14n luot 1a: 0,9984;
0,9996; 0,9999 va 0,9999).
% Khodng nong dé tuyén tinh:
Chuan bj cac diy dung dich chuan nhu sau:
Sudan I: Pha diy dung dich chuan Sudan I c6 nong d9 tir 0,45 - 5,63ug/ml.
Sudan II: Pha diy dung dich chuan Sudan II ¢6 nong do tir 0,48 - 5,96pg/ml.
Sudan III: Pha ddy dung dich chuan Sudan III c6 ndng db tir 0,51 - 6,36ug/ml.
Sudan IV: Pha diy dung dich chuan Sudan IV ¢6 ndng do tir 0,47 - 5,92ug/ml.
Tién hanh sic ky theo diéu kién phan tich di néu trén va xu 1y két qua thé hién
o bang 3.24

Bdng 3.24. Két qua khao sat khodng nong dé tuyén tinh ciia cac Sudan

Sudan | Sudan 11 Sudan 11 Sudan IV
STT Nong do6 Spic | Nong do Spic | Nong do Spic | Nong do S pic
(ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.S)
1 0,45 33742 0,48 30086 0,51 36510 0,47 28346
2 1,13 85944 1,19 76165 1,27 96956 1,18 80132
3 2,25 173395 2,39 154938 2,54 199321 2,37 164459
4 6,91 260154 3,58 238765 3,82 298971 3,55 250246
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5 450 | 349719 | 4,77 | 321455 | 5,09 | 404581 | 4,74 | 337739
6 563 | 434611 | 596 | 399306 | 6,36 | 504327 | 5,92 | 427658
Phuong trinh hoi qui | y = 77643x -1266 | y = 67777x- 3996 | y = 80093x- 4710 | y = 73066x- 7374
Hé 56 tirong quan r 1,0000 0,9999 1,0000 0,9999
y-intercept (%) 1,47 5,2 4,9 9,2

Do lap lai:

Tién hanh trén 6 mau tu tao doc lap

Dung dich thtr ty tao: Can chinh xac khoang 1g son khong chira Sudan |, 1, 111,

IV véo cbc ¢ mod dung tich 50 ml, thém chinh xac 1,0 ml dung dich chuin hon hop c6

noéng do riéng timg Sudan khoang 10 pg/ml, tron déu. Thém chinh xac 9,0 ml dung

moi pha miu, khudy k¥, ddy nip binh, dit trén cach thuy 5-10 phat & 60 °C, lic siéu

am 15 phut, ly tdm véi toc d6 3000-4000 vong/phut trong 10 phut, lam lanh trong

nudc da 30 phut, loc qua mang loc 0,45 pm.

Két qua thé hién & bang 3.25 cho thiy phuong phap c6 do lap lai tot trén ca 2
nén méu khao sat (RSD tir 0,59% dén 2,73%).
Bdng 3.25. Dé Idp lai ciia phwong phdp trén cdc mau tw tao ¢6 Sudan

Cht ,Mﬁu tu tao trén nén mau SD03 ’M?nu tu tao trén nén mau SDO5
ohan tich K[k‘)i l‘uqng Dién tich pic | Ham luong KPc‘)i l}ang Dién tich Ham luong
mau neén (g) (mAU.s) (ng/9) mau nén (g) | pic (mAU.s) (Hg/9)
1,0222 65542 0,8298 1,1441 67532 0,8549
1,1545 65824 0,8333 1,1048 69014 0,8737
1,0988 65286 0,8265 1,0236 67979 0,8606
1,0743 65790 0,8329 1,0492 67984 0,8607
Sudanl | 1075 65479 0,8290 1,1377 68664 0,8693
1,0541 66406 0,8407 1,1518 68512 0,8674
Trung binh 0,8320 Trung binh 0,8666
RSD (%) 0,59 RSD (%) 0,59
1,0222 60738 0,9165 1,1441 60773 0,9170
1,1545 61949 0,9348 1,1048 61805 0,9326
1,0988 61805 0,9326 1,0236 60517 0,9132
1,0743 61888 0,9339 1,0492 60226 0,9088
Sudan 1l | 1075 61380 0,9262 1,1377 60042 0,9060
1,0541 61890 0,9339 1,1518 59906 0,9040
Trung binh 0,9297 Trung binh 0,9144
RSD (%) 0,77 RSD (%) 1,20
1,0222 62110 0,8395 1,1441 66026 0,8924
Sudan |11 1,1545 62549 0,8454 1,1048 67683 0,9148
1,0988 63314 0,8557 1,0236 66891 0,9041
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1,0743 63897 0,8636 1,0492 66555 0,8996
1,1075 64531 0,8722 1,1377 67249 0,9089
1,0541 63651 0,8603 1,1518 66555 0,8996
Trung binh 0,8560 Trung binh 0,9067
RSD (%) 141 RSD (%) 0.73
1,0222 51108 0,8003 11441 56188 0,8798
1,1545 53419 0,8365 1,1048 56887 0,8908
1,0988 52296 0,8189 1,0236 55853 0,8746
1,0743 52007 0,8144 1,0492 55404 0,8676
Sudan V-1 1075 55206 0,8645 1,1377 54096 0,8471
1,0541 52071 0,8154 1,1518 54369 0,8514
Trung binh 0,8249 Trung binh 0,8621
RSD (%) 273 RSD (%) 2.19

Bang 3.26. D¢ diing phirong phdp phan tich dong thoi 4 Sudan trén nén mau SD03

Hop Luong maunén | Dién tich pic | Luong thém Luong tim Ty 1€ thu
chét ) (mAU.s) vao (Ug) thiy (ug) hoi (%)
1,1223 32299 4,5 4,3 96,07
1,0633 31574 4,5 4,2 93,99
1,0257 33565 4,5 4,5 99,69
1,0879 66393 9,0 8,7 96,82
sudan 1,0752 67515 9,0 8,9 98,43
I 1,1109 68176 9,0 8,9 99,37
1,1085 81760 10,8 10,7 99,01
1,0528 78507 10,8 10,3 95,13
1,0463 81734 10,8 10,7 98,98
Trung binh 97,50
RSD (%) 2,1
1,1223 29705 4,8 5,0 104,24
1,0633 29330 4,8 4,9 103,08
1,0257 30307 4,8 51 106,10
1,0879 61504 9,5 9,7 101,30
sudan 1,0752 62722 9,5 9,8 103,18
I 1,1109 63518 9,5 10,0 104,42
1,1085 76529 114 11,9 103,78
1,0528 76024 11,4 11,8 103,13
1,0463 76062 11,4 11,8 103,18
Trung binh 103,60
RSD (%) 1,25
Sudan 1,1223 32482 51 4,6 91,27
"l 1,0633 34303 51 4,9 95,74
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1,0257 33734 51 4,8 94,34

1,0879 65802 10,2 8,8 86,52

1,0752 66934 10,2 8,9 87,90

1,1109 68623 10,2 9,2 89,98

1,1085 82051 12,2 10,8 88,71

1,0528 80759 12,2 10,7 87,39

1,0463 81786 12,2 10,8 88,44

Trung binh 89,68

RSD (%) 3,56

1,1223 25300 4,7 4,5 94,38

1,0633 25575 4,7 4,5 95,18

1,0257 25624 4,7 4,5 95,32

1,0879 58273 9,5 9,0 94,81

sudan 1,0752 55044 9,5 8,5 90,15
Y 1,1109 54255 9,5 8,4 89,01
1,1085 73848 11,4 11,1 97,54

1,0528 75734 11,4 11,4 100,03

1,0463 75340 11,4 11,3 99,55

Trung binh 95,11

RSD (%) 3,94

Bdng 3.27. P¢ diing phuwong phdp phdn tich dong thoi 4 Sudan trén nén mau SD05

Hop | Khdi lwong mau | Dién tich pic | Lwong thém Luong tim Ty 1€ thu
chét nén (q) (mAwU.S) vao (ug) thiy (ug) hoi (%)

1,0283 33964 4,50 4,54 100,83

1,0455 33897 4,50 4,53 100,64

1,0663 34412 4,50 4,60 102,11

1,0741 68400 9,00 8,97 99,70

1,0016 68269 9,00 8,96 99,51

Sudan 1,0188 67904 9,00 8,91 98,99

' 1,1234 81760 10,80 10,69 99,01

1,1012 82735 10,80 10,82 100,17

1,0477 82939 10,80 10,85 100,42

Trung binh 100,15

RSD (%) 0,99

1,0283 29265 4,77 4,91 102,88

1,0455 29501 4,77 4,94 103,61

1,0663 29298 4,77 4,91 102,98

1,0741 59955 9,54 9,44 98,90

1,0016 60494 9,54 9,52 99,74

Sudan 10188 60410 9.54 9,50 99,61

Il 1,1234 76529 11,45 11,88 103,78

1,1012 73494 11,45 11,43 99,87

1,0477 73310 11,45 11,41 99,63

Trung binh 101,22

RSD (%) 2.0

Sudan 1,0283 32865 5,09 4,69 92,21

1,0455 32287 5,00 4,62 90,79
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I 1,0663 33253 5,09 4,74 93,16
1,0741 67556 10,18 9,02 88,67
1,0016 67183 10,18 8,98 88,21
1,0188 67338 10,18 9,00 88,40
1,1234 80817 12,21 10,68 87,45
1,1012 81426 12,21 10,75 88,07
1,0477 80812 12,21 10,68 87,44
Trung binh 89,38
RSD (%) 238
1,0283 24186 4,74 4,32 91,17
1,0455 24946 4,74 4,42 93,36
1,0663 25756 4,74 4,53 95,70
1,0741 54971 9,48 8,53 90,05
1,0016 55338 9,48 8,59 90,65
Sudan 1,0188 57165 9,48 8,83 93,21
vV 1,1234 64657 11,37 9,86 86,70
1,1012 68281 11,37 10,35 91,06
1,0477 68360 114 104 91,15
Trung binh 91,45
RSD (%) 274
* Do dung:

bJ§ dung dugc danh gia trén 9 mau tu tao & 3 mirc néng do duge chuén bi nhu
Sau:

- Méu mitc 50%: Can chinh xac khoang 1g son khong chia Sudan L, IL, 111, IV vao cbc
c6 mo6 dung tich 50 ml, thém chinh xac 1,0 ml dung dich chuan hdn hgp cac Sudan c6
noéng d6 khoang 5 pg/ml, tron déu.

- Mdu mike 100%: Can chinh xac khoang 1g son khong chaa Sudan 1, 11, 111, IV vao
cdc c6 mo dung tich 50 ml, thém chinh xac 1,0 ml dung dich chuan hdn hop cac Sudan
¢6 nong d6 khoang 10 pg/ml, tron déu.

- Mdu mike 120%: Can chinh xac khoang 1g son khong chaa Sudan 1, 11, 111, IV vao
cdc ¢6 mo dung tich 50 ml, thém chinh xac 1,0 ml dung dich chuan hdn hop cac Sudan
c6 nong d6 khoang 12 pg/ml, tron déu.

Thém tiép chinh xac 9,0 ml dung mdi pha mau vao mdi mau thir d6 ding néu
trén, khudy k¥, day nip binh, dit trén cach thiy 5-10 phut & 60°C, lic siéu am 15 phut,
ly tam véi toc do 3000-4000 vOng/phut trong 10 phut, lam lanh trong nuéc da 30
phut,loc qua mang loc 0,45um. O mdi néng d6 tién hanh 3 mau thir doc 1ap.

Tién hanh phan tich sac ky véi 9 mau ty tao theo diéu kién da néu. Két qua thu
dugc thé hién & cic bang 3.26 va 3.27.
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Két qua cho thiy phuong phap c6 do thu hoi cao ké ca ¢ cac ndng d6 phan tich
nho (0,45pg/ml) trén ca hai nén miu khao sat. Cu thé véi Sudan I: tir 93,99% dén
102,11%; Sudan II: tir 98,90% dén 106,10%; Sudan III: tir 86,52% dén 95,74% va
Sudan IV: tir 86,70% dén 100,03%.
¢ Gioi han phat hién, gioi han dinh luong

- Gi6i han phat hién: Pha lodng dan dung dich mau tu tao c6 chira Sudan 1, I,
I1I, IV dén nong do thap nhat sao cho tin hiéu thu dugc cao gap 3 lan so véi nhidu
duong nén. Gidi han phat hién xac dinh dugc 1a:

Sudan I: 0,23 pg/ml Sudan I1: 0,24pg/ml

Sudan I11: 0,25ug/mi Sudan 1V: 0,24 pg/ml

- G161 han dinh luong: Pha loang dan dung dich mau tu tao ¢ chira Sudan |, 11,
I1I, IV dén ndng do thap nhat sao cho tin hiéu thu dugc cao gap 10 1an so véi nhidu
duong nén. Gigi han dinh lugng xac dinh dugc la:

Sudan I: 0,75 pg/ml Sudan I11: 0,77pug/mi
Sudan I1: 0,76pug/ml Sudan IV: 0,76 pg/ml.

3.1.7. Pinh tinh, dinh lwong dong thoi 4 chat mau bj cam (MY, PO, PR va RB)

Poi twong nghién cru vé cac chat Metanil yellow (MY), Pigment
orange 5 (PO), Pigment red 53 (PR) va Rhodamin B (RB) 1a cac mau son (son nudc,
son gio, son moi dang thoi) dugce thu thap trén thi truong.
3.1.7.1. Xit Iy va chudn bi méu:

Dung mdi pha mau la N-N dimethyl formamid- acid phosphoric (95 : 5)

% Chudn bi mau thir tir my pham:

Can chinh xac khoang 0,5g son vao cbc ¢6 mé dung tich 50 ml, thém 10 ml n-
hexan chuyén dan vao binh gan, thém 10 ml dung méi pha miu trang ria coc, chuyén
vao binh gan. Lic k¥ khoang 15 phit, gan phan dung méi pha mau (16p duéi) vao binh
dinh mtrc dung tich 20 ml. Thém 10 ml hdn hop dung méi dé trang cdc, lam twong tu
nhu trén, sau khi gan 16p dudi vao binh dinh muc thém dung méi pha mau dén vach.
Lic déu, loc qua mang loc 0,45um.

% Dung dich doi chiéu:

- Dung dich chuan géc MY, RB, PR, PO: Can, hoa tan riéng biét cac chat chuan MY,
RB, PR, PO trong dung mdi pha miu dé dugc cac dung dich c6 nong d6 MY, RB, PR
va PO lan lugt khoang 40 pg/ml, 50 pg/ml, 200 pg/ml va 200 pg/ml.
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- Dung dich chuan hdn hop: tir cac dung dich chuan géc MY, RB, PR, PO pha dung
dich chuan hdn hop MY, RB, PR, PO trong dung méi pha mau c6 nong do khoang
4ug/ml voi MY va RB, 10 pg/ml véi PR va PO.
3.1.7.2. Lwa chon diéu ki¢n phén tich cdc chit mau:
% Pha dong:
Phuong phép hoa hop ASEAN mi s6 ACM SIN 02 dinh tinh 3 chit mau MY,
POS5, RB bang HPLC c6 pha dong 1a hdn hop: nudc- dung dich TBA 0,005M (25:75).
Dung dich tetrabutylammonium hydroxyd 0,005M dugc chuan bi nhu sau:
65ml TBA 20%, thém nudc vira di 100 ml, thém 2,8 g kali hydroxyd vao hén hop
trén, khudy ki cho tan, diéu chinh dén pH 7,0 véi acid phosphoric dé dugc dung dich
TBA 0,5M. Thém 10 ml dung dich TBA 0,5M vao 1000 ml methanol, lic déu, dé yén
vai gio, loc. Tuy nhién, pha dong ndy rat dé bi tua lai (ké ca sau khi loc).
Két qua khao sat thuc té nhu sau:
Cach thir nhat:
- Dé yén 4 gid ¢ nhiét 46 phong: van tia thém
-Dé yén 8, 12, 24 gio, tham chi 6 ngdy: van tia thém
- Pé yén 7 ngay & nhiét 46 phong, loc: dung dich trong, khong tiia thém
Cach thu hai:
- Pé yén trong tu lanh (14 -15 °C): 1 ngay, 2 ngdy: van tua thém
- Pé yén trong ti lanh (14 -15 °C) 3 ngay (72 gio), loc: dung dich trong, khong taa
thém
Vi két qua khao sat nay thu duoc dung dich pha dong trong, 6n dinh dung cho qua
trinh chay séc ky.
% Diéu kién sdc ky:
- Cot Phenomenex C18 (4,6 x 250 nm; 5um)
- Nhiét do cot phan tich: nhiét 4o phong
- Pha dong: nudc- dung dich TBA 0,005M (30:70)
- Toc do: 1ml/phit
- Viing quét pho: 275 — 760 nm
- Budc song 1ay sic ky do:
+ 435 nm: Metanil yellow, Pigment red 53, Pigment orange 5
+ 535 nm: Rhodamin B

- Thé tich tiém mau: 20 pl.
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Dung dich TBA 0,005M dugc chuan bi nhu sau: Chuin bi dung dich TBA
0,5M nhu trén. Thém 10 ml dung dich TBA 0,5M vao 1000 ml methanol, lic déu. Dé
yén 72 gio trong ti lanh 14 -15 °C hodc 7 ngdy ¢ nhiét do phong dé tao tia hoan toan,
loc qua mang loc 0,45 um.

% Tién hanh:

Tiém riéng biét dung dich thir, dung dich chuan vao hé thong sic ky long. Sir
dung céac diéu kién & trén, tién hanh sic ky khoang 50 phit. Ghi lai sic ky dd, so séanh
thoi gian luu va tinh hé sb twong dong (similarity) cua cac pic MY, RB, PR va PO thu
dugc tir dung dich thir va dung dich chuan.
3.2.1.3. Thim dinh phwong phdp phén tich:

% Pdnh gid do thich hop hé thong:

Tién hanh tiém lip lai 6 1an dung dich chuén hdn hop trong dung méi pha mau
c6 noéng d6 MY 1a 4,4pug/ml, RB 1a 4,6 pg/ml, PR 1a 10,6 pg/ml va PO 1a 10,4 pg/ml
vao hé thong sic ky. Két qua thu dugc nhu & bang 3.28 cho thay:

Hé thong sic ky co do lap lai tt, pic can ddi, v6i RSD cua dién tich pic MY,
RB, PR, PO lan luot 12 0,6%, 0,85%, 1,28% va 0,54% , RSD cua thoi gian luu 1an luot
la 0,75%, 0,72%, 0,85%, 0,78% déu nho hon 1% va hé s6 phan giai cua cac pic lan
luot 12 8,6, 7,6, 17,9 tai bude song 435 nm va 3,7, 7,6, 17,9 tai budc song 535 nm, dap
g yéu cau xéac dinh cac chit mau MY, RB, PR, PO (Thé hién trong phan phuy Iyc 1).

Bang 3.28. Tinh thich hop ciia hé thong sdc ky véi phat hién dong thoi cdc chat mau

Dién tich pic (mAU.s)
STT MY RB PR PO
1 156978 159948 307808 382215
2 156417 158720 305848 382268
3 156807 162441 312117 381439
4 158256 160012 316059 382085
5 157740 159043 311120 384869
6 158868 160978 306231 386711
Trung binh 157511 160190 309864 383265
RSD% 0,60 0,85 1,28 0,54
S6 dia ly thuyét 6184 2593 9655 9914
Hé s6 bat doi T 1,460 1,117 1,649 1,594

s DPanh gia do dac hiéu:

Chuén bi cac dung dich chuin gdc: Can cac chat chuan tuong tng va hoa tan
trong dung méi pha mau dé c6 cac dung dich chuan gbc: Metanil yellow 86,4 pug/ml;
Rhodamin B 81,6 pg/ml; Pigment red 53 234 pg/ml va Pigment orange 5 182 pg/ml.
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Str dung cac diéu kién phan tich da duoc chon dé tién hanh phan tich cac mau
Sau:
- Mau trdng: dung moi pha mau: N-N dimethyl formamid - acid phosphoric (95:5)
- Méu nén: MAu son khong chura cac chat mau MY, RB, PR va PO duoc xu 1y theo qui
trinh.
-Mau tw tao: Can chinh xac khoang 0,5 g son khong chira cac chat MY, PR, PO, RB
vao cbc c6 mo dung tich 50 ml, thém 1 ml mdi dung dich chuan géc MY, RB, PR va
PO. Tron déu, chuyén dan vao binh gan véi 10 ml n-hexan, thém 10 ml dung mdi pha
mAu trang rira cde, chuyén vao binh gan, lic k¥ khoang 15 phtt. Gan phan dung moi
pha mau (16p duéi) vao binh dinh mac dung tich 20 ml. Thém 10 ml hon hop dung
moi dé trang cdc, 1am twong ty nhu trén, sau khi gan 16p duéi vao binh dinh murc thém
dung moi pha miu dén vach, lic déu loc qua mang loc 0,45um.
- Mdu hén hop chudn: Pha dung dich hon hop chuan MY, PR, PO, RB trong dung moi
pha miu dé duoc dung dich c6 néng d6 MY, RB, PR, PO lan luot khoang 4 pg/ml,
4ug/ml, 24 pug/ml, 20 pg/mi,
Két qua: Tai budc song 435 nm (MY, PR va PO) nhu & hinh 3.13.
- P6i v6i mau chuan (Hinh 3.13.d): Trén sac ky do xuat hién 3 pic tach biét rd rang
cua MY, PR va PO véi thoi gian luu khoang 7,5 phat, 17,3 phat va 31,2 phat, pic RB
rat nho (thoi gian luu khoang 12 phut)
- V6i miu trang: Trén sac ky d6 khong xuat hién pic ndo twong tng véi thoi gian luu
cua céac pic MY, PR, PO va RB

EAData HPLCATRANGC hat maulASEAN Blark 1.2 led

A
25435nm 4nm (1.00)

0 PRA Mult {

L L B o B B B B B B BB
min a) 00 50 100 150 200 250 300 350  min b)

e R

-aa

LI T SO A T L

-z

- C) = va B 2z 4z = i d)
Hinh 3.13. Sdc ky dé ciia hon hop mét sé chat mau ldy tai bude séng 435 nm.
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a)dung méi pha mau, b) mau nén, Q)mdu tr  tao va d) mau hon hop chudn

1
| Loy searc

| 4pe
1
| =

a) b)
Hinh 3.14. Chong phé UV ciia cdc pic tie
madu thit tw tao va mau hén hop chudn '
tai buoc song 435 nm 5 5
a) MY, b)PRva ¢)PO ya

- MAu ty tao: Trén sic ky d6 xuét hién 3 pic tach biét rd rang c6 thoi gian luu twong
ung cia MY, PR va PO véi thoi gian Iuu khoang 7,5 phat, 17,3 phat va 31,2 phut, pic
RB rit nho (khoang 12 phut), cac pic nay ciing tach biét véi pic c6 trong nén miu
(mAu tring). Khi so sanh phé UV- VIS c¢6 do twong thich tét (hé sb similarity la
0,9997; 0,9999; 0,9995 va 0,9919), thé hién & hinh 3.14.

R e ]
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Hinh 3.15. Sdc ky dé ciia hon hop mét sé chdt mau ldy tai bude séng 535 nm.
a) mdu trang, b) mdu hon hop chuan, ¢) mau tir tao

va d) chong phé UV cua pic RB trong mau tw tao va mau chudn ciia RB

Két qua cho théy, tai budc séng 535 nm pic thu dugc tir mau tu tao cho dap ung
16n nhit 13 pic RB (thoi gian luu khoang 12 phut), duoc tach biét rd khoi cac pic khac
(cac pic chudn khac va pic trong nén miu), c6 d6 twong thich cao (hé sb similarity 1a
0,9953) khi so sanh phd UV- VIS véi pic thu dugc tir mau chudn
% Ddnh gid dj tuyén tinh:

Pha cac ddy dung dich ciia cac chat chuan MY, PR, PO, RB trong dung méi pha
mau dé duoc cac diy chuin nhu sau:

- Metanil yellow: Cac dung dich chuan c6 ndng d6 tir 0,864 dén 10,368 pg/ml

- Pigment red 53: Cac dung dich chuan c6 nong d6 tir 2,34 dén 28,08 ug/ml,

- Pigment orange 5: Céc dung dich chuan c6 ndng do tir 2,34 dén 28,08 pg/ml,
- Rhodamin B: Cac dung dich chuan c6 ndng do tir 0,816 dén 9,792 pg/ml,

Tién hanh séc ky, két qua thu dugc thé hién trong bang 3.29.

Badng 3.29. Két qud khdo sdt khodng no”‘ng do tuyén tinh ciia hon hop cdc chit mau

cam

Metanil yellow Rhodamin B Pigment red 53 | Pigment orange 5

STT Nong do Spic | Nong do Spic | Nongddo | Spic | Nongdd S pic
(ng/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.s)

1 0,86 | 30748 0,82 75536 2,34 34985 2,04 52854
2 1,73 62407 1,63 152158 4,68 71328 4,08 111263
3 4,32 | 158323 4,08 386129 11,70 181858 10,20 300977
4 6,91 | 254161 6,53 619756 18,72 293610 16,32 482294
5 8,64 | 254161 8,16 773960 23,40 367429 20,40 608220
6 10,37 | 382929 9,79 930822 28,08 442756 24,48 739349
Phuong trinh hdi qui | y = 37029x - 1528 | y = 95291x-2737 | y= 15839x - 2733 y = 30511x - 11710
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H¢ 56 twong quan r 1,0000 1,0000 1,0000 0,9999

y-intercept (%) 0,97 0,71 1,50 3,89

% Do chinh xdc cua phuwong phap:

Do chinh x4c cua phuong phap dugce danh gia bao gdm do lap lai va do chinh
xéc trung gian. Két qua duoc thé hién & bang 3.30.

Do lip lai cua phuong phap dugc danh gia dya trén do 1éch chuan twong ddi
ctia két qua 6 mau thir dwgc phan tich riéng biét theo qui trinh phan tich & trén.

D9 chinh xac trung gian dugc danh gia dua trén do 1éch chuin tuong ddi cua
két qua 12 mau thir dugc phan tich riéng biét & 2 ngay khac nhau va hai kiém nghiém
vién (KNV) khéac nhau.

Két qua cho thdy phuong phéap c6 d6 chinh xac cao, d6 lap lai trong ngay c6 gia
tri d0 léch chuan twong d6i véi MY, RB, PR, PO lan luot 1a 0,18% va 0,26%; 0,15%
va 0,27%; 0,28% va 0,45%; 0,97% va 1,10%; (v6i n = 6) va khac ngay la 0,35%;
0,55%; 1,00%; 0,27% (v&i n=12). Ham luong chat trung binh x4c dinh duoc trong
mau ty tao (n = 12) voi MY 12 86,90 pg (RSD = 0,35%); v6i RB 1a 95,83 pg (RSD =
0,27%); voi PR 1a 232,11 pg (RSD = 0,55%) va véi PO 1a 171,28 pg (RSD = 1,02%).

Badng 3.30. Két qud khdo sdt @6 chinh xdc ciia phwong phdp véi cdc chat mau

Ngay 1, KNV1 Ngay 2, KNV2
Lwong can | Dién tich | Lwong tim | Lugng Dién tich Luwgng tim
(9) pic(mAU.s) | thay (1) can (g) | pic (mAU.s) | thay (ug)
Véi MY
1 0,5002 159422 87,0 0,5172 158756 86,6
2 0,5102 159485 87,0 0,5176 157986 86,2
3 0,5089 159900 87,3 0,5208 159122 86,8
4 0,5016 159836 87,2 0,5062 158997 86,8
5 0,5108 159775 87,2 0,5177 158789 86,7
6 0,5128 159227 86,9 0,5116 159022 86,8
Trung binh (n = 6) 87,1 86,6
RSD (%) (h=6) 0,17 0,26
Ham lwong MY tim thiy trung binh (n = 12): 86,90 g ; RSD (%) (n=12): 0,35
Véi RB
1 0,5002 452687 95,7 0,5128 451128 95,3
2 0,5102 454964 96,1 0,5169 452298 95,6
3 0,5089 454730 96,1 0,5172 454312 96,0
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4 0,5016 454349 96,0 0,5211 452063 95,5
5 0,5108 454388 96,0 0,5153 453112 95,8
6 0,5128 454450 96,0 0,5119 454012 95,9
Trung binh 96,0 95,7
RSD (%) 0,15 0,27

Ham lwong RB tim thiy trung binh (n =12): 9583 ug;  RSD (%) (n = 12): 0,27

Vi PR

1 0,5002 180921 232,8 0,5109 180221 2319
2 0,5102 180581 232,4 0,5216 179856 2314
3 0,5089 182059 234,3 0,5143 178632 229,8
4 0,5016 181181 233,1 0,5197 180244 231,9
5 0,5108 181015 232,9 0,5226 180369 232,1
6 0,5128 180950 232,8 0,5074 178698 229,9
Trung binh 233,0 231,2
RSD (%) 0,28 0,45

Ham lwong PR tim thiy trung binh (n =12): 232,11 ug; RSD (%) (n = 12): 0,55

Vi PO

1 0,5002 249249 168,9 0,5202 255632 1733
2 0,5102 252074 170,9 0,5146 253654 1719
3 0,5089 256365 173,8 0,5134 250122 169,5
4 0,5016 253461 171,8 0,5121 252008 170,8
5 0,5108 254832 172,7 0,5067 254122 172,2
6 0,5128 253078 1715 0,5212 248079 168,1
Trung binh (n = 6) 171,6 171,0
RSD (%) (n =6) 0,97 1,10

Ham lwong tim thay trung binh (n = 12): 171,28 ug ; RSD (%) (n=12): 1,02

*» Do dung

Chuan bi 3 nhém mau tu tao ¢ 3 mac néng do khac nhau: mac thap, muac trung
binh va mirc cao, mdi nhém 3 mau thir bang cach thém cac dung dich chat chuan gbc
MY, PR, PO va RB vao nén mau my pham khong chira cac chat mau nay, tron déu. Cu
thé nhu sau:

- MAu ty tao & nong d6 thap: Can khoang 0,5 g mau son khong chira cac chat
mau MY, PR, PO, RB vao céc c6 mod dung tich 50 ml, thém chinh xac 0,5 ml moi
dung dich chuan géc MY, RB, PR, PO, tron déu. Ding 10 ml n-hexan chuyén vao
binh gan, 1ay 10 ml dung mdi pha mau trang rira coc roi chuyén vao binh gan. Lac
binh gan trong 5 pht, dé ling cho tach 16p, gan lay 16p dudi vao binh dinh muc 20 ml.
Chiét thém mét lan nira roi thém vira da dén vach bang dung méi pha mau, lic déu, loc
qua mang loc 0,45pum dugc dung dich mau ty tao.

- MAu ti tao & ndng dd trung binh: Can khoang 0,5 g miu son khéng chura cac
chiat mau MY, PR, PO, RB vao cc c6 mo dung tich 50 ml, thém chinh xac 1,0 ml
mdi dung dich chuan géc MY, RB, PR, PO, tron déu. Tién hanh twong tu miu tu tao

nong do thap duoc dung dich ti tao c6 ndng do trung binh.
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- Mau tu tao ¢ nong d6 cao: Can khoang 0,5 g mau son khong chira cac chét
mau MY, RB, PR, PO vao cbc c6 mé dung tich 50 ml, thém chinh xac 1,2 ml mdi
dung dich chuan gbc MY, RB, PR, PO tron déu. Tién hanh twong tw mau ty tao ndng
d6 thap duogc dung dich tu tao ndng do cao.
Tién hanh sic ky theo cac diéu kién da chon, két qua thu duoc thé hién ¢ cac
bang 3.31 va 3.32.
Bdng 3.31. Két quda khao st @6 ding véi MY va RB

Luong MY RB
{nﬁu Dién tich Luong | Luong Ty 1€ Dién Luong | Lugng Ty 1€
g | nen(@) pic tim thay | thém thu héi | tichpic | tim thdy | thém thu hoi
(MmAu.s) (g) | vao (ug) | (%) (mAus) | (ug) | vao (ug) | (%)
1 0,5122 79670 43,86 43,2 101,52 | 225800 | 47,97 48,8 98,29
2 0,5026 79430 43,73 43,2 101,22 | 226531 | 48,12 48,8 98,61
3 0,5039 79413 43,72 43,2 101,20 | 226211 | 48,05 48,8 98,47
4 0,5268 | 158750 | 86,57 86,4 | 100,20 | 451316 | 95,30 97,6 97,64
5 0,5344 | 158975 | 86,69 86,4 | 100,34 | 452377 | 95,52 97,6 97,87
6 0,5219 | 159211 | 86,82 86,4 | 100,48 | 452067 | 95,46 97,6 97,80
7 0,5279 | 190840 | 103,90 | 103,68 | 100,21 | 544060 | 114,76 | 117,12 | 97,99
8 0,5173 | 191586 | 104,30 | 103,68 | 100,60 | 544940 | 114,95 | 117,12 | 98,15
9 0,5211 | 191404 | 104,21 | 103,68 | 100,51 | 543837 | 114,72 | 117,12 | 97,95
Trung binh 100,70 Trung binh 98,09
RSD (%) 0,48 RSD (%) 0,33
Bdng 3.32. Két qua khdo sdt dé diing véi PR va PO
Khéi PR PO
11~1’Q’ng Dién tich Luong | Luong Ty 1€ Dién Luong | Luong Ty 1¢
g | mAu thu pic tim thdy | thém thuhdi | tichpic | timthdy | thém thu hoi
(9) (mA.s) (Hg) | vao (ug) | (%) (mAu.s) | (ug) | vao (ug) | (%)

1 0,5122 90244 117,40 | 118,8 98,82 | 122719 | 88,12 91 96,83
2 0,5026 90164 117,30 | 118,8 98,74 | 119930 | 86,29 91 94,82
3 0,5039 90180 117,32 | 118,8 98,75 | 120806 | 86,86 91 95,46
4 0,5268 | 179194 | 229,72 | 237,6 96,68 | 252048 | 172,89 182 94,99
5 0,5344 | 179833 | 230,53 | 237,6 97,02 | 249332 | 171,11 182 94,02
6 0,5219 | 179913 | 230,63 | 237,6 97,07 | 254218 | 174,32 182 95,78
7 0,5279 | 217027 | 277,49 | 285,12 | 97,32 | 305214 | 207,74 | 2184 95,12
8 0,5173 | 216906 | 277,34 | 285,12 | 97,27 | 304449 | 207,24 | 2184 94,72
9 0,5211 | 217252 | 277,78 | 285,12 | 97,43 | 307581 | 209,30 | 2184 95,66
Trung binh 97,68 Trung binh 95,27
RSD (%) 0,87 RSD (%) 0,83
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Két qua cho thay phuong phap c6 do ding twrong d6i tot dbi voi nén mau my
pham phirc tap va gi6i han chat cAm nho.
% Gioi han phat hién, gioi han dinh luong

Tiém dung dich nén mau vao hé théng sdc ky, tién hanh 6 lan, tinh do 1éch
chuén cua tin hiéu 16n nhat thu dugc xung quanh thoi diém thoi gian lwu cua cac pic

tuong tng, Gidi han phat hién dugc tinh theo cong thirc:

LOD= 3,3 x é/a
Bang 3.33. Gidi han phat hién cua MY, RB, PR va PO
STT MY PR PO RB
1 125 1102 227 111
2 644 218 242 149
3 556 225 131 61
4 623 271 115 58
5 207 115 165 99
6 144 122 113 96
Trung binh 383,2 342,2 165,5 95,7
o 249,12 377,26 56,80 33,80
a 37029 15839 30511 95291
LOD (ug/ml) 0,022 0,079 0,0061 0,0012
LOQ (ug/ml) 0,073 0,259 0,0202 0,0040

3.2. KET QUA XAY DUNG QUI TRINH PHAN TiCH MOT SO HOP CHAT CO
TAC DUNG DUGC LY MA BI CAM HOAC CO GIOI HAN SU DUNG
TRONG MY PHAM

3.2.1. Hydroquinon
Déi twong miu my pham nghién ciru 4p dung 1a kem bdi da.

3.2.1.1. Xi¢ Iy va chudn bi mdiu
Sau khi khao sat trén mot sd dung mdi hoa tan mau: nudc, methanol, methanol -

nude (50:50), methanol - dém phosphat pH 5,5 (50:50). Thuc nghiém cho thdy hdn

hop methanol - dém phosphat pH 5,5 (50:50) 1a hé dung mdi phu hop nhat dé chiét
mau, dung dich mau thir sach khong bi 13n nhiéu tap chat va cho pic Hydroquinon cén
doi.

Dung dich dém phosphat pH 5,5 dwgc chuan bi nhu sau: can 2,729 kali
dihydrophosphat hoa tan vao 1000ml nudc, diéu chinh dén pH 5,5 bang dung dich kali
hydrophosphat 50%.

% Chudn bi mdu tir my pham:
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Can chinh x4ac khoang lg kem vao cdc c6 mé 50 ml, thém 10 ml dung dich
chiét mau, khuay k¥ chuyén vao binh gan, thém 10,0 ml n-hexan vao cdc, lic roi trang
cdc chuyén vao binh gan, lac ky khoang 10 phut, dé ling cho phan 16p, gan liy phan
dung dich chiét mau (16p dudi) vao binh dinh mutc 20,0 ml. Thém 10 ml dung dich
chiét miu vao cdc, lic trang cdc va cho vao binh gan, lic k¥, dé ling cho phén 16p.
GOp dich chiét, thém dung dich chiét mau vira da dén vach, lac déu. Loc qua giéy loc,
loc lai béng mang loc 0,45 um dugc dung dich dé tiém séc ky.

% Dung dich doi chiéu:

Can chat chuan Hydroquinon, hoa tan trong dung dich chiét mau t&i nong do
khoang 0,1mg/ml dé lam dung dich ddi chiéu gbc. Tir dung dich ddi chiéu gbc, pha
lodng theo ty 1¢ thich hop v6i dung dich chiét mau dé thu duoc dung dich dbi chiéu co
ndéng d6 khoang 5,0 ug/ml. Dung dich d6i chiéu dugc loc qua mang loc 0,45 pm trudc
khi tiém sic ky.
3.2.1.2. Lwa chon diéu ki¢n phan tich Hydroquinon:

ASEAN d3 ban hanh phuong phap hoa hgp ACM INO 03 dé phat hién
Hydroquinon sir dung céac diéu kién sic ky:

- Cot C18 (250%x4,6 mm; 5 um)

- Nhiét do: nhiét do phong

- Pha dong: methanol - nudc (55:45)
- Buéc song 13y sic ky d6: 295 nm
- Thé tich tiém: 20 pl.

Véi cac diéu kién sic ky nay va dung méi chiét mau 1a pha dong, khi tién hanh
khao sat so bd voi dung dich nén miu my pham c6 thém Hydroquinon, thoi gian luu
cua Hydroquinon chi 1a 4,1 phat, pic Hydroquinon khong tach dugc hoan toan khoi
cac thanh phan cta nén mau. Tién hanh diéu chinh ty 1¢ thanh phan pha dong (ting ty
1¢ nudc 1én dén 80%), pic Hydroquinon duoc rira giai ra mudn hon, pic hoi doang, dic
biét van khong tach riéng dugc khoi pic ¢ trong nén mau. Két qua khao sat nay cho
thiy diéu kién pha dong trong phuong phap cia ASEAN chua phu hop dé phat hién
Hydroquinon trong nén mau my phim dang nghién ctru.

Tham khao tai li€u va khao sat thyc nghiém, diéu kién phan tich dudi day da
duoc chon lua:

% Diéu kién sdc ky:
- Cot Apollo C8 (250x4,6 mm; 5 um)
- Nhiét d phan tich: nhiét d0 phong
- Pha dong: methanol- dung dich dém phosphat pH 5,5 (5 : 95)
- Bude song 13y sic d6: 285 nm
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- Thé tich tiém mau: 20 pl
- Téc d6 dong: 1,0 ml/phut.

Dung méi chiét mau: methanol — dung dich dém phosphat pH 5,5 (50:50).
% Tién hanh:

Tiém riéng biét dung dich thir, dung dich chuan vao hé thng sic ky long st
dung cac diéu kién ¢ trén. Tién hanh sic ky khoang 12-15 phdt. Ghi lai sic ky dd, so
sanh thoi gian lwu va tinh hé sb similarity cua pic Hydroquinon thu dugc tir dung dich
thir va tir dung dich chuan.
3.2.1.3. Thdam dinh phwong phdp phén tich
s Panh gia do dac hiéu:

Str dung cac diéu kién dd duoc chon dé tién hanh phan tich cac mau sau:

- Mau trdang: Mau kem khong chira Hydroquinon dugc xir 1y theo qui trinh.

- Mau ty tgo: Thém dung dich chuan gbc Hydroquinon vao nén mau kem khong co
Hydroquinon dé thu dugc miu kem chira khoang 0,01% (kl/kl) Hydroquinon. Can
chinh xac khoang 1g méu xir 1y theo qui trinh. Tién hanh trén 3 nén mau khéac nhau.

- Mau chudn: c6 ndong d6 Hydroquinon khoang 5,0 pg/ml.

Céc siac ky do thu duoc nhu ¢ hinh 3.16.

- Pbi v6i miu chuan: Trén sic ky do xudt hién mot pic rd rang caa Hydroquinon véi
thoi gian luu khoang 12,5 phut.

- V6i miu trang: Trén sac ky d6 khong xuat hién pic ndo twong Gng voi thoi gian luu
cua Hydroquinon.

- Miu tu tao: Trén sic ky d6 xuat hién mot pic rd rang c6 thdi gian luu twong Ung cia
Hydroquinon, c6 do tuong thich (hé sd similarity 1 0,9953) khi so sanh pho UV- VIS,
dong thoi duge tach riéng khoi cac pic khac trong nén mau.
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Hinh 3.17. Két qua chong phé UV- VIS cia pic Hydroquinon trén sdc ky dé ciia dung

dich tw tgo va cua dung dich chudan.

% Khodng nong dé tuyén tinh:

Pha mot diy 5 dung dich Hydroquinon chuan trong methanol c6 nong do

khoang tir 3,0 pg/ml dén 102,0 pg/ml. Tién hanh sic ky theo diéu kién da dugc chon.

Két qua duoc ghi & bang 3.34 cho thiy trong khoang ndng d6 di khao st c6 sy twong

quan tuyén tinh giita ndng d6 Hydroquinon véi dién tich pic cua ching.

Bang 3.34. Két qua khdo sdt khodng nong dé tuyén tinh ciia Hydroguinon

Dung dich 1 2 3 4 5
Nong d6 C (ug/ml) 3,06 5,1 10,2 20,4 51,0
Dién tich pic S (MAU,s) | 85089 | 144446 | 292359 | 596077 | 1478884

Phuong trinh hdi qui xac dinh dugc 1a S = 28649.C + 3460 vai hé sb tuong
quan r=0,9999, hé sé y-intercept Y = 2,4%.

» Do lap lai:

Vi thue té cac mau khao sat khong co chira Hydroquinon nén tién hanh ché miu

tu tao dé xac dinh do lap lai.
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Bdng 3.35. Khdo sdt d¢ Idp lai ciia Hydroquinon trén mét sé nén mau

Nénmiu | STT | Lugng mau (g) | Dién tich pic (mAU.s) | Luong tim thiy (ug/g)

1 1,0796 134300 93
2 1,0054 124029 92
3 1,1245 139794 93
4 1,1678 143665 92
HQOL 9) 1,1547 141082 91
6 1,1327 140012 92
Trung binh 92

RSD (%) 0,82
1 1,2587 158537 86
2 1,2429 157483 86
3 1,1156 141212 86
4 1,1298 143305 86
HQ02 5 1,1143 142358 87
6 1,1005 141572 87
Trung binh 86

RSD (%) 0,76
1 1,1789 146847 82
2 1,1415 141466 82
3 1,1871 146376 82
4 1,1698 145351 82
HQO3 5 1,1483 142627 82
6 1,1529 144620 83
Trung binh 82

RSD (%) 0,56

Ché mAu tu tao bang cach cho dung dich chuan géc Hydroquinon vao nén mau
kem khong c6 Hydroquinon dé thu duoc kem chitra khoang 0,01% Hydroquinon. Can
chinh x4c khoang 1g mau tu tao vdi 6 1an 1dy mau khac nhau xur 1y theo qui trinh va
tién hanh diéu kién sic ky da duoc chon lya. Tién hanh trén 3 nén mau khac nhau. Két
qua thu duogc voi cac nén mau duoc thé hién & bang 3.35.

Két qua cho thay do léch chuan twong ddi xac dinh dugc qua 6 1an phan tich
trén 3 nén mau khac nhau c6 déu cé gia tri dudi 1%. Nhu vay phuong phap phan tich
c6 do lap lai tot & ving gi6i han dinh lwong v&i mau my pham c6 nén phic tap.

Do dung:

Can chinh x4c khoang 1g mau kem tu tao c6 chira khoang 0,01% Hydroquinon,
thém mat lugng chinh xac chat chuan Hydroquinon (khoang 6 pg), tron déu, tién hanh
xtr 1y mau theo qui trinh va phan tich theo diéu kién da chon. Kha ning tim lai cia
Hydroquinon trén cac nén mau khac nhau dugc thé hién & bang 3.36.

Bdng 3.36. Kha néng tim lai ciia Hydroquinon trén mét sé nén mau
-101 -




Nén STT Khéi luong | Lugng chuan | Luong chuan | Dién tich pic | Ty 1é thu
mau mau (g) thém vao (ug) | tim thdy (ng) | thir (MAU.s) | hoi (%)
1 1,0796 5,38 5,20 152270 96,7
2 0,9954 4,96 4,91 143861 99
3 1,1045 5,50 5,39 157952 98
HQOl | 4 1,0778 5,34 5,06 148247 95,8
5 1,0547 5,25 5,05 148034 96,2
Trung binh 97,1
RSD (%) 1,23
1 1,0012 511 4,88 144612 95,5
2 1,0010 511 4,84 143543 94,7
3 1,0052 5,13 4,89 144984 95,3
HQO02 | 4 1,0093 5,15 4,88 144592 94,8
5 1,0065 5,13 4,87 144433 94,9
Trung binh 95,04
RSD (%) 0,36
1 1,0046 5,08 4,87 147164 95,9
2 1,0033 5,08 4,78 144356 94,1
3 1,0005 5,06 4,86 146847 96
HQO3 | 4 1,0158 5,14 4,82 145466 93,8
5 1,0129 5,13 4,88 147319 95,1
Trung binh 94,98
RSD (%) 1,06

Két qua thu duoc cho thiy kha ning tim lai nam trong khoang tir 94,1- 99,0% va

gia tri RSD tir 0,36% dén 1,23% 1a chip nhan dugc véi chat c6 ham luong nho trong

mau va & gan gidi han dinh luong.

*» Gioi han phat hién va gioi han dinh luong:

Pha lodng dan dung dich thir va dung dich chuin dén ndng do thap nhit ma tin

hiéu cta may van dap tng dugc (gap 3 1an so v6i nhidu dudng nén) dé xac dinh gidi
han phat hién. LOD xac dinh duogc 1a 0,3 pug/ml.
Pha lodng dan dung dich thtr va dung dich chuan dén ndng do thap nhét (tin

hiéu may cho dap tng gap 10 1in so véi nhidu duong nén) ma xac dinh duoc

Hydroquinon véi do lap lai va do ding chap nhan dugc dé xac dinh gi6i han dinh
lwong. LOQ xac dinh duogc 1a 1,0 pg/ml.

3.2.2. Tretinoin

Dbi twong mau my pham nghién ciru ap dung 1a kem bdi da.
3.2.2.1. Xi¢ Iy va chudn bi mdu: Theo phuong phap cia ASEAN mi s6 ACM SIN 01
% Dung dich doi chiéu:
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Pha dung dich chuén Tretinoin trong methanol c6 ndng d6 khoang 0,1 mg/ml dé
lam dung dich chuan gdc. Tir dung dich chuan gdc pha loing véi methanol dé duoc
dung dich d6i chiéu c6 ndéng d6 khoang 3,0pug/ml. Dung dich ddi chiéu duoc loc qua
mang loc 0,45 um trudce khi tiém sic ky.

% Chudn bi mdu tir my pham:

Can chinh x4c khodng 2 g mau kem vao binh niit mai 50 ml, thém chinh xac
10,0ml methanol, dit 4m trén cach thuy & nhiét 46 60 °C khoang 5-10 phdt. Lic siéu
am 15 phat. Ly tdm 3000-4000 vong/phut trong khoang 10 phut, 1am lanh trong nudce
da 30 phat dén 60 phut. Loc phan dung dich qua gidy loc. Loc qua mang loc 0,45 pm
dugc dung dich trong dé tiém sic ky.
3.2.2.2. Piéu ki¢n sic ky: Theo phuong phap cia ASEAN mi s6 ACM SIN 01

Toan bd qué trinh phan tich duoc tién hanh trén hé thong may sic ky 1ong hiéu
ning cao Shimadzu SCL-10Avp. Sau khi da thuc hién khao sat, toi wu hoa dé tach
duoc Tretinoin ra khoi cac ta dugc, diéu kién tién hanh sic ky di dugc lua chon nhu
Sau.

- Cot Apollo C18 (4,6 x 250 mm; 5um)
- Nhié¢t do cot: nhi¢t o phong
- Budc song lay sac ky d6: 353 nm
- Pha dong: methanol - acid acetic 5% (90:10)
- Téc d6 dong: 1,2 ml/phit
- Thé tich tiém mau: 20 pl.
3.2.2.3. Thdm dinh phwong phdp phén tich
< D¢ dac hiéu:

Str dung cac diéu kién phan tich da dugc chon dé tién hanh phan tich cac mau

Sau:

- Mau trdang: Mau kem khong chira Tretinoin duoc xt 1y theo qui trinh.

- Mau tw tgo: Thém dung dich chuan gdc Tretinoin vao nén mau kem khong co
Tretinoin dé thu dugc mau kem chtra khoang 0,002% Tretinoin. Can chinh xac khoang
2 g mau xu ly theo qui trinh.

- Mau chuan: c6 ndng d6 Tretinoin khoang 3,0 pg/ml.

Do dic hiéu duoc danh gia dua vao cac thong sd thoi gian luu va so sanh phd
UV-VIS cua pic thu duoc tir dung dich mau tu tao va dung dich chuén.
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Hinh 3.18. SKD ddnh gia dé dac hiéu voi Tretinoin

= b)

b) dung dich chudn Tretinoin

¢) chong phé UV-VIS ciia dung dich thir va dung dich chudn

Thoi gian luu cua pic trong mau thir (tu tao) gidng thdi gian lwu cua pic trong

mau chuan (khoang 12,5 ph(t). Hon nita pic ndy dd duoc tach ra hoan toan khoi cac

pic khic c6 trong nén mau. Chong phd & dai séng tir 220-400 nm: pho cia dung dich

chuan va pho cta dung dich thir dat budc séng cuc dai ¢ 354 nm va hé sb similarity 1a
0,9988. Két qua duoc thé hién ¢ hinh 3.18.
% Khodng nong dé tuyén tinh

Pha mot ddy 5 dung dich Tretinoin chuan trong methanol c6 nong do khoang tir

3,0 pg/ml dén 64,0 pg/ml. Tién hanh sic ky theo cac diéu kién di néu trén. Két qua ¢

bang 3.37 cho thay trong khoang ndng d6 di khao sat co sy trong quan tuyén tinh giita
dién tich pic voi nong d6 cua Tretinoin. Phuong trinh hdi qui: S = 168323.C — 13699
v6i hé s6 twong quan r = 1 va hé so y-intercept Y=1,03%.

Bdng 3.37. Két qud khao sdt khodng nong dé tuyén tinh ciia Tretinoin

Dung dich 1 2 3 4 5
Nong do C(ug/ml) 3,2 8,0 16,1 32,1 64,2
Dién tich pic S(mAu.s) | 530427 | 1333001 | 2681691 |5400123 | 10789251

Do lap lai
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Vi thuc té cac mau khao sat khong c6 chira Tretinoin nén tién hanh ché mau ty
tao dé xac dinh d6 lap lai bang cach cho dung dich chuan gdc Tretinoin vao nén mau
kem khong c6 Tretinoin dé thu duoc mau kem chira khoang 0,002% Tretinoin.

Can chinh x4c khoang 2g mau tu tao v6i 6 1an can khac nhau xt 1y theo qui
trinh va tién hanh sic ky theo diéu kién da chon. Két qua thé hién & bang 3.38.

Bang 3.38. Khdo sat do lap lai cua Tretinoin

Luong mau thtr (g) Ham lugng Tretinoin (ug/g)
1 2,0114 16,5
2 2,0112 15,5
3 2,0205 15,9
4 2,0210 16,1
5 2,0215 16,2
6 2,0117 15,1
Trung binh 15,7
RSD (%) 3,17

Do léch chuan tuong ddi sau 6 1an phan tich 12 3,17%. Nhu vay phuong phap
phan tich c6 do lap lai co thé chép nhan dugc & vung gidi han dinh luong v6i mau my
pham c6 nén phtc tap.

Do dung

Can chinh x4c khoang 2 g mau kem tu tao c6 chira khoang 0,002% Tretinoin,
thém mot lugng chinh xac chat chuan Tretinoin (khoang 6 pug). Tron déu, tién hanh xir
1y miu va sic ky theo qui trinh phan tich da chon. Két qua thu dugc nhu & bang 3.39.

Bang 3.39. Khao sdt kha nang tim lai cua Tretinoin

STT Luong can | Luong co san | Luong thém | Luong thu hoi Ty I¢ thu
miu thit ()| (ug) vao (ug) (19) hoi (%)

1 1,8183 31,82 6,42 5,76 89,7

2 1,8217 31,88 6,42 5,82 90,7

3 1,7863 31,26 6,42 6,12 95,3

4 1,8080 31,64 6,42 5,94 92,5

5 1,8002 31,50 6,42 6,06 94,4

Két qua cho thdy kha ning tim lai nam trong khoang tir 89,7- 94,4% la chap
nhan dugc véi chat 6 ham lwong nho trong miu va & ving gan gi6i han dinh luong.
¢ Gioi han phat hién (LOD), gioi han dinh luvong (LOQ)

Pha lodng dan dung dich thir va dung dich chuin dén ndng do thp nhit ma tin
hiéu ciia may van dap ung duge (gap 3 lan so v6i nhidu duong nén) dé xac dinh giéi
han phat hién. LOD xac dinh duoc 1a 1,0 ug/ml.
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Pha lodng dan dung dich thtr va dung dich chuin dén ndng do thap nhét (tin
hiéu may cho dép umg gap 10 1an so véi nhiéu duong nén) ma xac dinh duoc Tretinoin
v6i do 13p lai va do dung chap nhan duoc dé xac dinh gidi han dinh luong. LOQ xac
dinh duoc 1a 3,3 pg/ml.

3.2.3. Cac steroid

Glucocorticiod 1a nhém chét bi cdm sir dung trong my pham. Nhom nay gom
nhiéu chat khac nhau, néu kiém tra riéng tirng thanh phan s& mat rit nhiéu thoi gian va
cong strc vi vy can nghién ctru xay dung mot phuong phap cho phép phan tich duoc
dong thoi 12 corticoid thong thuong trong my pham.
3.2.3.1. Xir Iy va chuén bi méu
% Dung dich doi chiéu:

Can chinh xac khoang 25 mg ting chat chuan pha vao 25 ml methanol, roi pha
lodng tiép bang pha dong dé duoc cac dung dich chuan gdc c6 néng d6 khoang 9 -12
ng/ml. Cac dung dich nay duoc sir dung dé pha ddy chuan hoic pha dung dich hdn hop
chuan.
% Chudn bi mdu tir my pham:

Can khoang 0.2 g ché phiam, thém 50 ml hdn hop dicloromethan - methanol
(9:1), khuady k¥ va dat trén cach thay 4m, 1am ngudi trong nude da 1 h sau d6 loc qua
gidy loc va bdc hoi cach thuy toi kho. Hoa lai can trong 25 ml acetonitril - methanol -
nude (20:30:30). Mau dugc loc qua mang loc 0,45 pm trude khi tiém sic ky.
3.2.3.2. Lwa chon diéu kién sdic ky

Toan bd qué trinh phan tich duoc tién hanh trén hé thong may sic ky long hiéu
nang cao c6 trang bi detector PDA. Sau khi da thuc hién khao sat, t6i wu hoa dé tach
riéng cac corticoid, diéu kién sic ky da duogc lya chon nhu sau:

- Cot Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum),

- Pha dong: acetonitril - nudc (48:52),

- Toc do dong: 1,0 ml/phut,

- Budc song phat hién: 240 nm,

- Thé tich tiém: 5 pl.

3.2.3.3. Thim dinh phwong phdp phén tich
$Tinh thich hop ciia hé thong sdc ky:
Tién hanh tiém l3p lai 6 1an dung dich chuan hdn hop trong pha dong c6 ndng
d6 khoang 10 pg/ml vao hé théng sic ky, két qua thé hién & bang 3.40.
Bdng 3.40. Tinh thich hop ciia hé théng sdc ky
s | Tén pic Thoi gian lvu | Dién tich pic | S6 dia | Hésé | Do |
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T (pht) (MAU.s) ly | bar | phan
T Trung | RSD | Trung [RSD | thuyet | doiT | giai
binh | (%) binh | (%) Rs
1 | Prednison 419 | 0,15| 32205| 0,36 | 8041 1,42 -
2 | Dexamethason 538 | 0,17 | 34776 | 0,51 | 9997 1,23 | 5,96
3 | Triamcinolon acetonid 6,33 0,19 | 38421 | 0,37 | 11295 1,26 4,20
4 | Flucinolon acetonid 6,87 0,23 | 42488 | 0,45 | 12016 1,23 2,20
5 | Prednison acetat 7,82 0,23 | 43317 | 0,36 | 12957 1,23 3,64
6 | Hydrocortison acetat 8,28 0,26 | 48867 | 0,84 | 13463 1,20 1,64
7 | Cortison acetat 8,83 | 0,27 | 35218 | 0,75 | 13971 1,20 1,89
8 | Dexamethason acetat 11,04 0,32 54520 | 0,37 | 14215 1,04 6,63
9 | Betamethason valerat 17,41 0,26 80684 | 0,11 | 30962 1,17 | 16,74
10 | Clobetason propionat 22,63 | 0,35| 97432 | 0,24 | 23493 1,11 | 10,64
11 | Mometason furoat 2497 | 0,39 | 140097 | 0,51 | 20409 | 1,10| 3,66
12| Betamethason propionat | 26,47 | 0,41 | 164637 | 1,43 | 15161 | 1,12| 1,93

Két qua cho thay hé thong sic ky c6: Do lap lai tot voi RSD cua thoi gian luu
dudi 0,4% va dién tich pic dudi 1,4 %; sb dia 1y thuyét trén 8000; hé s6 bat ddi dudi
1,4 va do phan giai trén 1,6. Do vay dap (mg yéu cau phan tich cho ca 12 hop cht.

% Do dac hiéu:

Tién hanh sic ky theo diéu kién di chon cac mau sau:

- Dung dich mau placebo: Can chinh xac khoang 0,2 g miu kem dudng tring da
Impress I1C white emulsion 11 (Kanebo, Nhat Ban) roi xur Iy nhu chuin bi mot méu thr.
- Dung dich thir, dung dich chuan.

Két qua thu duoc nhu & hinh 3.19, cho thay: Trén sic ky do mau placebo khdng
xuét hién pic & thoi gian luu twong Gng véi thoi gian luu bat ky chit ndo trong s 12
corticoid nghién ctru. Trén sic ky d6 ciia dung dich miu tu tao cho 12 pic c6 thoi gian
luu twong Ung vai thoi gian luu cua 12 pic chinh thu dugc tir sic ky d cta dung dich

hdn hop chuan.
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Bang 3.41. Két qua xac dinh khoang nong do tuyén tinh cua cac corticoid
A A A s H¢ so
TT Ten chat ‘phan; FICh. 1 2 3 4 5 twong
(Phuong trinh hoi qui) quan r
1 | Prednison C (ng/ml) 0,2 0,32 0,4 0,48 0,6
(y=79401.x+818) S(mAU.s) 16884 | 26044 | 32442 | 38962 | 48559 | 0,9998
2 | Dexamethason C (ug/ml) 0,3 0,48 0,6 0,72 0,9
(y=59945.x+942) S(mAU.s) 17301 | 27568 | 34745 | 42434 | 53076 | 0,9996
3 | Triamcinolon acetonid C (ug/ml) 0,5 0,8 1,0 1,2 15
(y=37356.x+1389) S(mAU.s) 20359 | 30908 | 38714 | 46146 | 57597 | 0,9997
4 | Flucinolon acetonid C (ug/ml) 0,5 0,8 1 1,2 15
(y=41949.x+949) S(mAU.s) 22387 | 34175 | 42558 | 51093 | 64281 | 0,9994
5 | Prednison acetat C (ug/ml) 0,5 0,8 1 1,2 15
(y=48229.x+750) S(mAU.s) 22677 | 34881 | 43475 | 52230 | 65227 | 0,9998
6 | Hydrocortison acetat C (ug/ml) 0,5 0,8 1,0 1,2 15
(y=42663.x+1035) S(mAU.s) 25191 | 38947 | 48804 | 58730 | 73224 | 0,9997
7 | Cortison acetat C (ng/ml) 0,4 0,64 0,8 0,96 1,2
(y=43484.x+629) S(mAU.s) 18204 | 28165 | 35328 | 42606 | 52781 | 0,9997
8 | Dexamethason acetat C (ug/ml) 0,6 0,96 1,2 1,44 1,8
(y=54206.x+810) S(mAU.s) 28289 | 43741 | 54805 | 65972 | 82276 | 0,9998
9 | Betamethason valerat C (ug/ml) 1,8 2,88 3,6 4,32 54
(y=21644.x+3856) S(mAU.s) 44272 | 64531 | 81282 | 97197 | 121592 | 0,9983
10 | Clobetason propionat C (ug/ml) 2,2 3,52 4,4 5,28 6,6
(y=9534.x+949) S(mAU.s) 50726 | 78688 | 98386 | 118244 | 146956 | 0,9994
11 | Mometason furoat C (ug/ml) 1,6 2,56 3,2 3,84 4,8
(y=137515.x+4471) S(mAU.s) 73326 | 115287 | 140770 | 169318 | 211231 | 0,9998
12 | Betamethason propionat | C (ug/ml) 4,0 6,4 8,0 9,6 12,0
(y=20274.x+2605) S(mAU.s) 84444 | 130868 | 165190 | 197586 | 245900 | 0,9998
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% Khodng nong dé tuyén tinh:

Pha mot ddy dung dich hdn hop 12 chuin trong pha dong c6 ndong do nhu trong
bang, tién hanh sic ky theo diéu kién dd chon. Xac dinh phuong trinh héi qui va hé s6
tuong quan r. Két qua thu dugc nhu & bang 3.41.

Két qua cho thdy c6 sy tuong quan tuyén tinh chit ché gitta dién tich pic va
ndng d6 cc chit phan tich trong khoang ndng do khao sat v6i hé sb twong quan r déu
rt gan 1.

s Do chinh xadc

Do chinh xac duge tién hanh thir nghiém trén 6 mau tu tao. Can 0,2 g mau
placebo thém vao d6 4,0 ml dung dich chuan goc c6 nong do nhu trong bang 3.42. Xir
1y miu va tién hanh sic ky, xir 1y két qua va tong hop vao bang 3.42.

Bang 3.42. Két qua khdo sdt dé chinh xdc ciia cdc corticoid

Ty 1¢ tim lai (%)

C dd gbe

Tén chét phan tich Trung | RSD
(ng/ml) 1 2 3 4 5 6 binh | (%)

Prednison 2 | 1020 102,5] 103,2] 102,5] 101,1 | 101,7 | 1022| 0,7

Dexamethason 105,4 | 104,8 | 107,4 | 1059 | 105,0 | 1058 | 1057 | 0,9

Triamcinolon acetonid 1045 | 104,1 | 104,7 | 105,3 | 105,1 | 104,6 | 104,7 0,4

Prednison acetat 103,1 | 102,0 | 103,3 | 103,2 | 102,4 | 102,6 | 102,7 0,5

Hydrocortison acetat 102,7 | 101,9 | 103,5| 102,9 | 102,2 | 102,6 | 102,6 0,6

3
5
Flucinolon acetonid 5 104,7 | 105,3 | 105,1 | 106,2 | 106,8 | 105,3 | 105,5 0,7
5
5
4

Cortison acetat 102,2 | 102,2 | 103,7 | 103,0 | 101,6 | 102,5 | 102,5 0,7

Dexamethason acetat 6 102,9 | 102,6 | 102,9 | 103,4 | 102,6 | 103,2 | 1029 0,3
Betamethason valerat 18 102,4 | 1019 | 102,4 | 103,2 | 101,7 | 102,6 | 102,4 0,5
Clobetason propionat 22 103,3 | 102,7 | 103,1 | 103,7 | 102,9 | 103,9 | 103,3 0,4
Mometason furoat 16 106,6 | 1059 | 107,0 | 107,4 | 105,8 | 107,0 | 106,6 0,6

Betamethason propionat 40 100,1 | 99,3 | 100,4 | 1009 | 98,7 | 99,8 99,9 0,8

*» Do dung

Thém chinh x4c mot luong chat chuin corticoid vao nén méu placebo, sao cho
sau khi xir Iy theo qui trinh phén tich ndong do dung dich cudi cung dem sic ky phai
nam trong khoang 50 - 150% so v&i néng do dinh lugng. Tién hanh & 3 muc né)ng do
khac nhau: muac 50% (A), mic 100% (B) va mirc 150% (C); mdi ndng do thuc hién 3
1an. Dua vao dién tich pic cta chat twong tng trong dung dich chuan hdn hop dé tinh

ra luong chét chudn tim thiy. Két qua duoc thé hién ¢ bang 3.43.
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Badng 3.43. Két qua khdo st dp diing cia cdc corticoid

Chét phan tich IV 16 tim lgi (%)

Al A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 T.binh
Prednison 98,40 | 101,10 | 102,00 | 99,70 | 100,90 | 101,40 | 100,20 | 97,70 | 100,00 | 100,16
Dexamethason 100,70 99,60 99,40 | 103,30 | 105,00 | 104,10 | 104,00 | 101,30 | 103,40 | 102,31
Triamcinolon acetonid 98,90 | 101,50 | 102,20 | 101,60 | 104,10 | 102,90 | 102,70 99,90 | 102,30 | 101,79
Flucinolon acetonid 99,50 | 100,10 | 100,60 | 102,50 | 105,30 | 103,70 | 103,60 | 101,30 | 103,80 | 102,27
Prednison acetat 96,50 | 99,60 | 99,50 | 100,80 | 101,50 | 102,30 | 100,90 | 99,50 | 100,50 | 100,12
Hydrocortison acetat 97,80 | 100,10 99,70 | 100,80 | 102,10 | 102,40 | 100,70 99,60 | 100,80 | 100,44
Cortison acetat 96,30 | 99,40 | 98,90 | 100,50 | 102,00 | 101,90 | 100,60 | 99,40 | 100,90 | 99,99
Dexamethason acetat 97,00 98,80 99,50 | 101,70 | 101,70 | 102,60 | 102,20 99,60 | 101,70 | 100,53
Betamethason valerat 97,50 99,00 | 101,00 | 101,00 | 101,50 | 102,50 | 101,00 99,20 | 100,30 | 100,33
Clobetason propionat 95,80 | 99,00 | 99,80 | 101,30 | 102,30 | 103,00 | 102,00 | 100,30 | 101,00 | 100,50
Mometason furoat 96,20 | 100,10 | 100,20 | 104,10 | 105,50 | 106,60 | 102,40 | 100,60 | 101,80 | 101,94
Betamethason propionat 9520 | 97,00 | 9790 | 97,80 | 99,20 | 100,30 | 99,10 | 97,30 | 98,10 | 97,99

* Gioi han phat hién (LOD), gioi han dinh luwong (LOQ)

Tién hanh twong tu nhu cac chat phan tich khac. Két qua da xac dinh duoc gia
tri LOD va LOQ ddi véi timg corticoid nhu ¢ bang 3.44.
Bang 3.44. LOD va LOQ cua cac corticoid

STT | Tén chét phén tich LOD (ug/ml) | LOQ (ug/ml)
1 | Prednison 0,1 0,3
2 | Dexamethason 0,15 0,45
3 | Triamcinolon acetonid 0,25 0,75
4 | Flucinolon acetonid 0,25 0,75
5 | Prednison acetat 0,25 0,75
6 | Hydrocortison acetat 0,25 0,75
7 | Cortison acetat 0,2 0,6
8 | Dexamethason acetat 0,3 0,9
9 | Betamethason valerat 0,9 2,7

10 | Clobetason propionat 1,1 3,3
11 | Mometason furoat 0,8 2,4
12 | Betamethason propionat 2,0 6,0

3.3. KET QUA XAY DUNG QUI TRINH PHAN TiCH CAC KIM LOAI NANG

3.3.1. Thuy ngan

3.3.3.1. Xdc dinh cdc diéu kién vé co héa mau:

Dé xdy dung quy trinh xir Iy my pham trudc khi phén tich thuy ngan, cac yéu tb
sau dugc tién hanh khao sat:

- Tac nhan

vO co hoa,

- Lugng mau dem phan tich,

- Lugng tac nhan oxy hoa st dung.
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% Xdc dinh tac nhan va diéu kién vé co héa mau:

Thir nghiém v6 co héa mau phan tich v6i nhidu tac nhan oxy hoa sir dung don
1¢ hodc hdn hop, két qua khao sat cho thiy: Pé vo co hoa triét dé nén mau my pham &
diéu kién phan tng khong qua manh, thich hop vé6i viée ap dung trén thiét bi vo co hoa
mAau bang vi song (tién hanh trong diéu kién kin hoan toan, qua trinh v6 co héa miu
phai khéng ché dugc vé ap suét va nhiét do), cac tdc nhan v co hda duoc lua chon
nhu sau:

- Véi my phdm dang kem boi da sit dung hdn hop acid nitric 65% va
hydroperoxid 30%.

- V6i my pham dang phan boi da st dung hdn hop acid nitric 65% va acid
sulfuric 98%.

Qua trinh v co héa gom hai giai doan chinh:

- Giai dogn 1: Nang dan nhiét do ctia hdn hop phan tng tir nhiét do phong lén toi
nhiét do xép xi nhiét d6 so6i cua acid nitric 65% (120 °C). Viéc nang nhiét do tir tur s€
cho phép vo co hoa cac thanh phan hitu co dé bi oxy héa ¢ diéu kién nhe nhang, tranh
gay ra phan ing dot ngot dan t4i tang vot nhiét do, ap suét.

- Giai dogn 2: V6 co hoa triét dé nhitng thanh phan hitu co con lai, dong thoi
chuyén toan bd thuy ngan ¢ trong mau vé dang vo co trong diéu kién nhiét do cao va
ap suat cao.

Sau khi v6 co hda mau trong thiét bi xtr Iy mau bang 16 vi song, thém dung dich
kali permanganat 5% dé 6n dinh toan lugng thily ngén c6 trong miu vé dang Hg?*, sau
d6 lugng kali permanganat du s& duoc loai bé bang dung dich hydroxylamin dé chuan
bi san sang cho qua trinh khir hoa Hg?* vé Hg® ¢ dang hoi dé phan tich bang quang phd
hép thu nguyén ti.

Chuong trinh nhiét d6 cho thiét bi vo co héa miu bang vi song dugc xac lap nhu
O bang 3.45.

Bang 3.45 - Churong trinh nhiét do cho thiét bi vé co héa mdu bang vi séng.

Thoigian | Nhiétdp | Ap sudt giéi | Cong suit £oa .

(phgt) CC) | han (ba) | gidi hm (W) | Ché 40 gia nhigt
15 t%hong — 120 20 500 Gradient tuyén tinh
10 120 20 1000 Duy tri nhiét do
10 120-150 30 1000 Gradient tuyén tinh
5 150 30 1000 Duy tri nhiét do
10 150-180 30 1000 Gradient tuyén tinh
5 180 30 1000 Duy tri nhiét do

% Lwong mau phdn tich:
Khdi lwgng m§ pham str dung cho mdi 1an phan tich quyét dinh luong tic nhan
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oxy hoa can sir dung khi v6 co hoa mau. Vi vay day ciing 1a mot yéu td can quan tam
dén. Khéi luong mau can phai ding cho mdi 1an phén tich phy thudc truc tiép vao
lugng thuy ngan cé trong mau.

Thiét bj phan tich thuy ngan tai co s& cho phép xac dinh trong dai khdi luong
thuy ngan tir 100 ng dén 1000 ng trong mau phan tich. Két qua thuc nghiém thu duoc
cho thiy trén cac ddi tuong mau my pham da phan tich, lvong mau tdi wu can thiét cho
mot 1an do 14 khoang 0,2 g my pham. Do d6, trong cac khao sat tiép theo luong tac
nhan vo co hoa dugc xay dung cho truong hop vo co hod khoang 0,2 g my pham cho
mdi mau phan tich thuy ngan.
¢ Lwong tac nhdan vé co hod s dung:

- P6i v6i my phdam dang kem béi da:

Véi lugng mau phan tich khoang 0,2 g, v6i cac hdn hop vo co hda co ty 18 acid
nitric va hydroperoxid khac nhau da dugc thir nghiém.

Nhitng két qua thuc nghiém thu duoc & bang 3.46, cho thay sir dung 3ml acid
nitric 65% va 1 ml hydroperoxid 30% cho qué trinh v6 co hoa mau 1a thich hop nhat
cho cac miu my pham dem nghién ctu.

Bang 3.46. Cdc hon hop da thir nghiém trong vé co héa mau kem béi da

Dung dich acid Dung dich Nhan xét
nitric 65% (ml) | hydroperoxid 30% (ml) :
1 1 Khong du phan huy hét my pham
2 1 Khong du phan huy hét my pham
3 1 Phan huy hodn toan my phim
Phan huy hoan toan my pham nhung
5 1 . .
luong acid du 16m,

- Péi v6i my phdam dang phdn béi da:
Véi lugng mau phan tich khoang 0,2 g, cidc hon hgp vo co héa co ty 1é acid
nitric va acid sulfuric khac nhau ciing da dugc thir nghiém.
Bang 3.47. Cdc hon hop da thir nghiém trong vé co héa mau phdn béi da

Dung dich acid Acid sulfuric Nhan xét

nitric 65% (ml) 98% (ml) :
1 1 Khong du phan huy hét m§ pham
2 1 Khong du phan huy hét my pham
2 2 Khong di phan huy hét my pham
3 2 Khong du phan huy hét my pham
3 3 Phaén hity hoan toan my pham
4 4 Phan huy hoan toan m§ pham

nhung luong acid du 16n,
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Nhitng két qua thuc nghiém thu duoc nhu ¢ bang 3.47, cho thiy st dung dong
thé tich 3 ml acid nitric 65% va 3 ml acid sulfuric 98% cho qua trinh v co héa mau la
thich hop nhat, phtt hop véi my pham dang phan boi da dem nghién ciru dong thoi tiét
kiém hoa chat cho qua trinh nghién ciru.
3.2.2.2. Chudn bi méu do:

% Chudn bi mdu phan tich:

Tir cac két qua khao sat trén, cach xur Iy dé chuan bi mau phén tich dugc dua ra
nhu sau:

Can chinh x4ac khoang 0,2000 g miu m¥ phim cin x4ac dinh thiy ngin vao cbc
teflon cua thiét bj vo co hoa miu bang vi song. Néu luong thity ngan trong mau qué
16n ¢6 thé diéu chinh giam lwong can mau xudng, nhung lugng cdn maiu dem v co
hoa phai ddm bao khong dudi 50 mg.

Thém vao timg cdc: 3 ml acid nitric 65%, 1 ml hydroperoxid 30% (d6i voi my
pham dang kem boi da) hoic 3 ml acid nitric 65%, 3 ml acid sulfuric 98% (d6i voi my
pham dang phan boi da).

Pay kin céc, cho vao trong thiét bi vo co hoa mau bang vi song. Van hanh thiét
bi sir dung chuong trinh nhiét d, 4p suat nhu & bang 3.45.

Sau khi qué trinh v6 co hoa két thuc, dé cho nhiét do, ap suét trong cac coe
teflon trd vé& can bang voi moi truong phong thi nghiém. Liy cdc teflon ra khoi thiét
bi. Chuyén dung dich trong coc teflon vao coc do thiy ngan. Trang coc teflon bang
20ml dung dich acid sulfuric 5%, chuyén dich trang cbc sang cbc do thity ngan.

Cho thém vao cbc do thuy ngin nudc trao ddi ion dén khoang 100 ml. Thém
vao coc timg giot dung dich kali permanganat 5% trong acid sulfuric 5% cho dén khi
dung dich trong cbc c6 mau hong bén trong 15 phiit.

- P6i v6i my pham dang kem béi da: Trude khi tién hanh do thiy ngén, thém ting giot
dung dich hydroxylamin 10% trong nuéc vao cbc dén khi mat mau hong.

- Doi véi my pham dang phdn béi da: Loai bo lugng du kali permaganat bang dung
dich hydroxylamin 10% trong nudc trao d6i ion dén khi mat mau hong. Loc dich miu
thu duoc qua giéy loc vao binh nén (loai bé mot sb tap chét khong bi phan huy hét
trong qué trinh v6 co héa). Binh non va gidy loc di duoc xur 1y bing HNO3z 10% dé
loai hét kim loai trudc khi loc. Trang coc teflon bang nudc trao d6i ion, chuyén dich
trang coc 1én phéu loc. Sau khi loc xong, chuyén dich loc vao cbc do thiy ngan, trang
binh nén bang dung dich nude trao d6i ion. P dich trang cde vao cde do thiy ngan.
Thém nudc trao doi ion vao cbe do thay ngan cho dén khoang 200 ml.

Néu két qua do so bd cho thidy ham lugng thily ngan trong miu thir cao hon
pham vi ciia duong chuan (100-1000 ng), tién hanh pha loing mau trudc khi do nhur
Sau:
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- Chuyén toan bd dich thu duoc trong cde teflon sau khi vo co héa vao binh
dinh murc 50 ml, trang coc teflon bang 20 ml dung dich acid sulfuric 5%, chuyén dich
trang ce sang binh dinh mtc, vira du td1 vach béng dung dich acid sulfuric 5%, lac
déu.

- Hat chinh x4c mot thé tich thich hop cua dung dich nay vao cdc do thuy ngan
(thé tich hut tiy thudc vao két qua xac dinh so bo dé dam bao lugng thuy ngan do
dugce nam trong pham vi dudng chuan), thém 20 ml dung dich acid sulfuric 5%, 100ml
nudce trao doi ion.

- Thém vao cbc timg giot dung dich kali permanganat 5% trong acid sulfuric
5% cho dén khi dung dich trong cdc c6 mau hdng bén trong 15 phut.

- Trudc khi tién hanh do thuy ngéan, thém ting giot dung dich hydroxylamin
10% trong nudc vao coc dén khi mat mau hong.

% Chudn bi dung dich chuan:

Pha lodng chinh x4c thily ngan chuan 1000 pg/ml bang nudc trao doi ion dé
dugc dung dich chuan gbc c6 nong do thuy ngan 100 ppb.

Hut chinh xéc 1an lwgt 1 ml, 3 ml, 5 ml, 7 ml va 10 ml dung dich chuén géc vao
nam coc do thiy ngan riéng biét.

Thém vao timg cbc 20ml dung dich acid sulfuric 5% va 100ml nuéc trao doi
ion. Thém tung giot dung dich kali permanganat 5% trong acid sulfuric 5% vao cac
cdc cho dén khi dung dich trong coc ¢ mau hong bén trong 15 phut.

Trude khi tién hanh do thiy ngan, thém ting giot dung dich hydroxylamin 10%
trong nudc vao cc dén khi mat mau hong.

Céc dung dich chuan dung dé xay dung duong chuan duoc chuan bi nhu trén c6
lugng thity ngan 1an luot 13 100 ng, 300 ng, 500 ng, 700 ng va 1000 ng.
3.2.2.3. Xdc dinh cdc thong sé lam viéc ciia mdy quang phé:

% Théng sé ciia mdy quang phé hdp thu nguyén tir:

Pé thuc hién tit ca cac phép do thay ngan thyc hién trong dé tai nay, cac diéu
kién duoc ngdm dinh trong may quang pho hap thu nguyén tir Hitachi Z-5000 duoc sir
dung. Nhitng thong s6 nay cho d6 hap thu cua thuy ngan cao va 6n dinh nén duogc giir
nguyén dé str dung khong thay d6i. Cu thé nhu sau:

- Vach pho do: 253,7 nm

- Cuodng do dong lam viée ctia dén cathod rong: 7,5 mA

- B0 rong khe (slit width): 1,3 nm

- Thoi gian 13y tin hiéu: 20 gidy

- Téc @6 bom nhu dong ciia thiét bi phan tich thay ngan: 300 vong/phut.
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% Théng so hoat dong ciia bg phan tich thity ngén:

Thiét bj phén tich thuy ngan chuyén dung duoc thiét ké dé do thuy ngan bang
phuong phép gian doan. Yéu té can chi y nhét trong hoat dong cua thiét bi nay 1a toc
d6 quay ctia bom nhu dong. Téc d6 nay phai dam bao duoc hai yéu cau:

- Khi thiét bi hoat déng & ché do tuan hoan (CIRCULATE) bom phai tao ra
dugce dong luu thong 6n dinh va lién tuc cta hoi thay ngan trong vong tudn hoan cia
hé théng dé tin hiéu do duoc 6n dinh.

- Khi thiét bj hoat dong & ché d6 md (OPEN), bom phai tao ra ap lyc du 1on dé
day duoc tron ven hoi thily ngén trong hé thdng vao binh thai trong thoi gian hop 1y dé
qua trinh phan tich khong qua dai va khong con hoi thily ngan dong lai trong hé thong
gay sai s6 cho 1an phan tich tiép theo.

Thuec té cho thdy dit bom hoat dong ¢ téc do 300 vong/phut 14 hop 1y hon ca,
tdc d6 nho hon sé khong tao duoc ap luc du 16n va 6n dinh, tin hiéu do khong dat duoc
muc tdi wu va kém On dinh. Nguoc lai, tdc d6 bom 16n hon sé& tao ra nhirng thay doi vé
ap suat va dan toi tin hiéu dao dong khong on dinh.

s Thao tac do:

Chuyén dung dich can do thuy ngan vao binh do cta bd phan tich thuy ngan,
thém 10 ml dung dich SnClz 10%, ddy ngay nip binh do lai lic déu 10 gidy.

Chuyén thiét bi vé ché do tuan hoan (CIRCULATE), bat bom nhu dong. Khi tin
hiéu hap thu cao nhat va 6n dinh tién hanh do dé ghi lai do hap thu.

Sau khi thuc hién phép do, chuyén sang ché d6 mé (OPEN). Khi do hip thu do
duogc trén may quang pho hip thu nguyén tir tré vé 0 c6 nghia 1a hé théng di duoc 1am
sach thuy ngan va cé thé 13p lai qua trinh do trén mot mau khac.

Thuc hién do do hép thu cua cac dung dich chuan thuy ngan trudc dé thiét lap
duong chuan thuc nghiém. Sau d6 do do hép thu cta cac dung dich thi, dua vao
duong chuan thuc nghiém dé tinh ra luong thiy ngan trong miu thir.
3.2.2.3. Thim dinh qui trinh
% Tinh dac hiéu

Mau nén: 1a miu my pham khao sat dugc can chinh xac khoang 0,2000 g.

Mau ty tao: Can chinh xac khoang 0,2000 g miu phan, thém 3 ml dung dich
chuan thily ngan 100 ppb, tron déu.

Mau chuan: 3 ml dung dich thily ngan chuan trong nudc trao doi ion c¢6 nong
do 100 ppb.

Tién hanh v6 co hoda ca ba mau trén trong thiét bi vo co héa trong 16 vi séng véi
céc tac nhan va diéu kién vo co hoa di xac dinh. Két qua thu dugc cho thay 1a chap
nhan dugc va dugc trinh bay trong bang 3.48.
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Bdng 3.48. Két quda khdo sdt tinh dic hiéu

Mau Dé hip thu tai buwéc séng 253,7 nm
Mau nén 0
Mau tu tao 0,0420
Mau chuin 0,0398

% Khodng nong dj tuyén tinh:

Moi quan hé gitra lwong thuy ngan va d6 hip thu duoc danh gia trén cac dung
dich thily ngan chuan chtra tong lugng thiy ngan tir 100 ng dén 1000 ng. Po d6 hap
thu cua 5 dung dich chuan dugc chuin bi nhu theo diéu kién d3 duoc chon, két qua
dugc trinh bay trong bang 3.49.

Bdng 3.49. Két qua khdo sdt khodang nong dd tuyén tinh ciia thity ngdn

Lwong Hg chuin (ng) Do hap thu (x10%)
100 144
200 381
500 920
700 1282
1000 1753
Phuong trinh hoi quy tuyén tinh: S
y = 1779.x +6,185 w I
v6i hé s6 trong quan r = 0,9987. EEE e
Hinh 3.20. S@f phu thue ciia do hdp thu EEE " .
vao tong lwong thuy ngan L w wr s e a

Do lap lai:

Dé danh gia d6 lap lai cua phuong phap, tién hanh xac dinh ham luong thuy ngan
trong ciing mau my pham da biét co chira thiy ngan, sau 6 1an phan tich doc lap theo
cac dicu kién va cach tién hanh da duoc x4c dinh.

- Doi v&i mau my phcfm dang kem boi da: Qua khao sat so b xac dinh dugc mau
HGO2 c6 chura thuy ngan.

- Trong mdi lan phan tich, mét lugng mau khoang 0,1 g duoc vo co hoa trong
thiét bi vo co hoa béng vi song. Dung dich thu dugc sau khi v6 co hoa dugc dinh muc
thanh 50 ml dung dich. Hut chinh xac 10,0 ml ctia dung dich nay dé do thuy ngan. Két
qué dugc trinh bay trong bang 3.50.

Két qua cho thiy sau 6 lan dinh luong doc 1ap c6 RSD & muc 5,8%. Mirc lap lai
nay 1a chap nhan duoc véi phuong phap phan tich dung dé kiém tra phat hién thiy
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ngan trong miu my pham dang kem bdi da.
Bang 3.50. Két qua danh gid d¢ ldp lai trén mdau my phdm dang kem béi da

STT Lugng can | DY pha loang | Luong Hg xac dinh Ham luong Hg
mau (g) D (lan) dugc (ng) trong mau (ppm)

1 0,1087 5 654,25 30,1
2 0,1012 5 670,80 33,1
3 0,1163 5 668,89 28,8
4 0,1127 5 653,62 29,0
5 0,1055 5 640,89 30,4
6 0,1103 5 626,89 28,4
Trung binh 29,9

RSD(%) 5,8

- Poi v6i mau my pham dang phdn béi da: Qua khao sat so bo xac dinh dugc miu
HGO2 c6 chura thuy ngan.

Trong mdi 1an phan tich, mot lugng mau khoang 0,2 g dugc vo co héa trong thiét
bi vO co hoa béng vi song. Dung dich thu duogc sau khi vo co hdéa dugc chuan bi va

tién hanh do thily ngan. Két qua dugc trinh bay trong bang 3.51.

Bang 3.51. Két qua danh gia do lap lai trén mau my pham dang phdn béi da

STT Luong cAn mau | Luong Hg x4ac dinh | Ham lu~o'ng Hg trong
9 duge (ng) mau (ppm)

1 0,2023 187,76 0,93
2 0,2011 177,29 0,88
3 0,2019 182,34 0,90
4 0,1991 155,47 0,78
5 0,2037 191,57 0,94
6 0,2005 172,95 0,86
Trung binh 0,88

RSD(%) 6,4

Két qua cho thiy sau 6 lan dinh luong doc 1ap c6 RSD ¢ mirc 6,4%. Muc lap lai
nay 1a chap nhan duoc véi phuong phap phan tich dung dé kiém tra phat hién thiy
ngan trong mau my pham dang phan boi da.

s Do dung:

Do dung ctia phuong phap duoc thuc hién bang cach xac dinh lwong thuy ngan
chuan tim lai dugc sau khi cho mét lwgng chinh x4c thity ngan chuan vao nén mau my
pham da biét khong chira thy ngan (voi m§ pham dang kem boi da 1a mau HGO1, véi
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my phim dang phén boi da 1a HG20), tién hanh xir Iy mau va phén tich 6 1an doc lap.
Két qua duoc trinh bay trong bang 3.52 va bang 3.53.

Két qua thu dugc cho thdy ty 18 tim lai trung binh 13 102,26% (dao dong tir
88,82% dén 116,55%). Két qua nay chap nhan dugc véi luong thuy ngan cho vao nén
mAau rat nho (& can dudi cia khoang tuyén tinh va ciing 14 giéi han dinh luong cua

phuong phap).
Bdng 3.52. Két qua danh gid d¢ ding trén mdu my pham dang kem béi da
STT Luong mau Luong thuy ngan Luogng th}iy ngan chuan | Ty 1¢ tim lai
nén (g) chuan thém vao (ng) tim lai dugc (ng) (%)
1 0,2021 100,0 95,17 95,17
2 0,2074 100,0 105,12 105,12
3 0,2117 100,0 97,64 97,64
4 0,2063 100,0 88,82 88,82
5 0,2203 100,0 110,27 110,27
6 0,2145 100,0 116,55 116,55
Trung binh 102,26
RSD (%) 10,05
Bang 3.53. Két qua danh gid d¢ diing trén mau my pham dang phén béi da
STT Luong mau Luong thuy ngan Luong th}’ly ngan Ty 1€ tim lai
nén (g) chuan thém vao (ng) | chuan tim lai dugc (ng) (%)
1 0,2004 100,0 107,49 107,49
2 0,2012 100,0 101,26 101,26
3 0,2006 100,0 98,94 98,94
4 0,2023 100,0 92,43 92,43
5 0,2007 100,0 98,27 98,27
6 0,2011 100,0 105,75 105,75
Trung binh 100,69
RSD (%) 5,43

Két qua thu dugc cho thdy ty 1& tim lai trung binh 13 100,69% (dao dong tir
92,43% dén 107,49%). Két qua nay chip nhan duogc véi luong thuy ngan cho vao nén
mAu rat nho.

s Gioi han phat hién (LOD) va gioi han dinh lwong (LOQ):

Thuc nghiém cho thiy lugng thuy ngan trong mau do 1a 100 ng cho d6 hap thu

on dinh trong cac diéu kién phan tich cao gip 10 1an so véi nhiu dudng nén thu dugc
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tir mau tring. Vi tong luong thuy ngan trong mau 1a 30 ng ciing cho d6 hip thy 6n
dinh trong cac diéu kién phan tich cao gap 3 1an so véi nhidu duong nén.

Tir cac két qua trén, gidi han phat hién (LOD) cta phuong phap xac dinh duogc 12
30 ng tinh theo tong luong thuy ngan cé trong phan miu dem phan tich. Gi6i han dinh
lvong (LOQ) cua phuong phap xac dinh duogc 1a 100 ng thuy ngan tinh theo tong
luong thuy ngan c6 trong phan miu dem phén tich.

Néu tinh theo luong mau my pham liy dem phan tich 13 0,2g thi LOD va LOQ
tuong tng v6i ham luong thuy ngan trong mau lan luot 1a 150 ppb va 500 ppb.

3.3.2. Chi (Pb)
3.3.2.1. Xit Iy mdu :
% Chudn bi mau thir
Can chinh xac khoang 0,2 g mau vao coc teflon dung tich 100 ml, thém 3 ml acid
nitric 65%, 1 ml nudc oxy gia 30%, dé yén 1 gio. Lap coc teflon vao 10 vi song 1di tién
hanh v6 co hoa theo chuong trinh trong bang 3.54.
Bang 3.54. Chirong trinh vé co héa madu trong 16 vi song

Giai doan | Thoi gian (phiit) | Nhigt dp (°C) | Cong sudt (W) | Ap suit (bar)
1 10 120 1000 20
2 5 120-150 1000 30
3 10 150 1000 30
4 10 150-200 1000 30
5 5 200 1000 30

Khi giai doan v6 co hoa mau két thuc, dé ngudi. Thém 10 ml nudce trao ddi ion
vao cde, lac déu, loc vao binh dinh mirc 50 ml. Trang rira céc pha mau, gidy loc 2 lan,
mdi 1an 10 ml nudce trao doi ion, g0p dich rtra vao binh dinh muc trén, thém vira du
dén vach bang nudc trao doi ion, lic déu.

% Chudn bi cdc dung dich chudn

Tir dung dich chuin gdc chi c6 ndng d6 1000 mg/l, tién hanh pha lodng véi
nudc trao doi ion dé dugce dung dich chuan chi ¢6 nong d6 500 ng/ml. Pha lodng dung
dich chuan chi néng d6 500 ng/ml v6i dung dich acid nitric 1 % dé duoc cac dung dich
chuan 1am viéc chi ¢ cac ndng do 1an luot 1a 5, 10, 20, 30 va 40 ng/ml.
3.3.2.2. Qui trinh phan tich
% Cdc théng sé mady:

Loai dén: Cathod rong chi
Cuong d6 den: 9 mA
Budc song: 283,3nm
Do rong khe sang: 1,3 nm

-119 -




Cuvet graphit: Tube A

Tbc d6 khi mang (Argon) tai giai doan nguyén tir hoa: 30 ml/phut
Thé tich mau: 20 pl

Thé tich dung dich nén: 10 pl.

Bang 3.55. Chirong trinh nhiét dj téi wu dé phan tich chi

Giai doan Nhiét dé}bd't dau/két | Thoi gian tang/duy tri Toc d dong khi
: thuc (°C) nhiét dj (giady) (ml/ phut)
Lam kho 70/140 40/0 200
Tro hoa 400/550 10/20 200
Nguyén tir hod 2000/2000 0/5 30
Lam sach 1o 2200/2200 0/4 200
Lam ngudi lo 0/0 0/17 200

 Cdch tién hanh:

Véi cac thong sé da dd dugc chon, tién hanh do d6 hap thu cua chi trong dung
dich chuan, dung dich thtr bang may quang phd hap thu nguyén tir, k¥ thuat nguyén tir
hoa khong ngon lira, sir dung cuvet graphit (pha loang dung dich thir néu can sao cho
ndng d6 chi trong dung dich thtr phai ndm trong diy cac dung dich chuin c6 ndng do
tir 5-40 ng/ml). Mau trang 1a dung dich acid nitric 1 %. Lap dudng chuan biéu dién su
phu thudc tuyén tinh giita do hap thu va néng do chi trong day chuan. Tinh toan ndng
do chi trong dung dich thir dua vao duong chuén.
3.3.2.3.Tham dinh qui trinh
% Tinh dac hiéu
- Chuan bi cac dung dich thi: Can khoang 0.2 g¢ méi mau PB01, PB02 va PB03 vao
céc coc teflon, thém cac luong thude tht roi tién hanh xu ly mau va do d6 hép thu cua
chi.

- Chuén bj céac dung dich thir thém chuan: Can khoang 0,2 g mdi mau PBO1, PB02 va
PBO03 vao cac coc teflon, thém 1 ml dung dich chi chuan 500 ng/ml, thém céc luong
thudc thir rdi tién hanh xtr Iy mau nhu di néu.
- Dung dich chuan chi 10 ng/ml: hiit chinh xac 1 ml dung dich chuan chi nong d6 500
ng/ml vao binh dinh mérc 50 ml, thém dung dich acid nitric 1% vira da dén vach, lic
déu.
- Dung dich méu tring 1a dung dich acid nitric 1%.

Tién hanh do d6 hap thu cia cic dung dich thir, dung dich thir thém chuan,
dung dich mau trang va dung dich chuan chi 10 ng/ml, theo cac thong s da chon.

Két qua: dung dich mau thir, miu tring cho do hap thu khong dang ké (nho hon
30% gidi han dinh luong). Mau thir thém chuén va miu chuan chi cho d6 hép thy 16n
hon 0,05 tai budc song dic trung cua chi 283,3 nm (hinh 3.21). Két qua cho thiy
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phuong phap c6 d6 dic hiéu cao (dung dich thir thém chuan cho hip thu cuc dai &

budc song 283,3 nm khong bi anh hudng bai nén mau)
ABS

o0g ] 11

{ \ Hinh 3.21. Dg hap thu ciia chi tai
”""é | \ 283,3nm cua cdc dung dich thu, dung
0021 } dich thir thém chudn va mdu trang.
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% Khodng nong dé tuyén tinh
Tién hanh pha céc dung dich chi chuan c6 cac néng do 1an luot 1a 5, 10, 20, 30
va 40 ng/ml, do d6 hap thu cta cac dung dich nay theo cac théng s6 da chon. Két qua
khao sat dugc trinh bay trong bang 3.56.
Bdng 3.56. Khodng tuyén tinh ciia phwong phdp

Dung dich 1 2 3 4 5
Nong d6 (ng/ml) 5 10 20 30 40
Do hap thu 0,0385 0,0728 0,1337 0,1914 | 0,2469

Két qua cho thay, trong khoang nong do da khao sat co sy tuong quan tuyén tinh
chat ché giita nong do chi trong dung dich chuan va d6 hap thy. Phuong trinh héi qui
xac dinh duoc 1a: y = 0,0059 x + 0,0121 véi hé sd twong quan r = 0,9995 va hé sb y-
intercept Y=9,1%

» Do lap lai, do dung

Qua khao sat so bg, cho théy mau PBO1, PB02 va PB03 khong nhiém chi, cac
mau PB04 va PB05 nhiém chi. Chuén bi cac mau dé khao sat nhu sau:
- D6 lap lai ciia phwong phdp: Tién hanh can lap lai 6 1an cic mau tir PBO1 dén PBO5,
v6i lugng can khoang tir 0,15 dén 0,2 g cho vao cac cdc teflon. Thém lan luot 1 ml
dung dich chi chuan c6 ndng d6 500 ng/ml vao mdi cbc chira cac mau PBO1, PB02 va
PB03, thém cac lugng thude thir vao tit ca cac cde va vod co hod mau theo qui trinh.
Véi mau PB04 va PBO5 1a nhitng mau d3 nhiém chi nén danh gia do lip lai cua
phuong phap bang chinh nén mau dé ma khong cho thém chuan vio nén mau dé tao
mau tu tao.
- PG diing ciia phiong phdp: Tién hanh can lap lai 6 1an cic mau tr PBO1 dén PB05,
v6i lugng can khoang tir 0,15 dén 0,2 g vao cac cc teflon, Thém 1an luot vao mdi cbe
1,0 ml dung dich chi chuan c6 noéng d6 500 ng/ml, thém cac lwong thude thir va vo co
hoa mau theo qui trinh da néu trén.
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Po do hép thu cta chi trong cac dung dich thu dugc theo thong s6 da chon, tinh
todn ham luong chi trong dung dich thir dya vao duong chuan. Két qua do lap lai, do
dung trén cdc mau duoc thé hién ¢ cac bang 3.57 va bang 3.58.

Badng 3.57. Két qua danh gid do lap lai, d6 ding ciia phirong phdp trén mdu khong

chira chi.
PBO1 PB02 PB03
S | prtone L Ty 1é L L
Pb them uong C uong - uong .
T Va0 Lugng Pb tim thu | Luong | Pbtim Ty 1?. Luf‘mg Pb tim Ty 1?.
T can lai hoi A . thu hoi can . thu hoi
/ml) ai 01 | can(g) lai o lai 0
(ng 9 (%) 9 (%)
(ng/ml) (%) (ng/ml) (ng/ml)
1 10 0,2097 | 9,668 96,7 | 0,2103 | 8,091 80,9 | 0,2056 | 10,132 | 101,3
2 10 0,2221 | 8,520 85,2 | 0,2056 | 8,597 86,0 | 0,2136 | 9,513 95,1
3 10 0,2015 | 8,503 85,0 | 0,2078 | 7,872 78,7 | 0,2077 | 8,792 87,9
4 10 0,2175 | 8,803 88,0 | 0,2017 | 8,411 84,1 | 0,2027 | 9,188 91,9
5 10 0,2248 | 9,421 94,2 | 0,2138 | 8,647 86,5 | 0,2045 | 9,752 97,5
6 10 0,2261 | 10,197 | 102,0 | 0,2211 | 10,536 | 101,5 | 0,2176 | 10,253 | 102,5
Trung binh 91,9 86,3 96,1
RSD (%) 7,51 9,31 5,81

Bdng 3.58. Két qua dé Idp lai va dé diing ciia phwong phdp trén mdu cé chira chi

Do lap lai Do dung
S z Lwong chi x Lwong Pb Lwong Pb Ty I¢
7 | Lwong mau | —p, tiéy Lugng miu | € tim {Zu' i i
7| @ (ng/ml) thit (9) (ng/ml) (ng/ml) %)
PB04
1 0,1656 6,524 0,1530 10 7,846 78,5
2 0,1553 6,492 0,1554 10 8,935 89,4
3 0,1519 6,792 0,1566 10 8,716 87,2
4 0,1525 7,084 0,1537 10 9,335 93,4
5 0,1575 5,588 0,1579 10 8,252 82,5
6 0,1517 5,956 0,1515 10 8,663 86,6
Trung binh 6,404 Trung binh 86,2
RSD (%) 8,59 RSD (%) 6,07
PB05
1 0,2102 9,660 0,2133 10 8,6247 86,3
2 0,2055 8,468 0,2056 10 8,1579 81,6
3 0,2078 8,612 0,2152 10 9,5143 95,1
4 0,2014 8,228 0,2081 10 10,2558 102,6
5 0,2204 8,940 0,2049 10 8,9524 89,5
6 0,2039 8,628 0,2035 10 8,3568 83,6
Trung binh 8,756 Trung binh 89,8
RSD (%) 571 RSD (%) 8,77

Két qua cho thdy phuong phap thtr co do lap lai, d6 diing chap nhan duogc d6i
véi tit ca cac miu co nén mau phtrc tap da khao sat (mau kem, son moi, dau 201, phén
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ma, sira rira mat) va ham luong chi thap. Do lap lai RSD (%) nho hon 9,5, kha ning
thu hoi ctia cic mau di khao sat nam trong khoang tir 86,2 % dén 96,1%.
* Gioi han phat hién (LOD) va gioi han dinh luwong (LOQ)

LOD duogc xac dinh b?mg cach do lap lai 10 lan trén mau tréng. Dua vao do 1éch
chuén S, hé sb goc cua dudng chuin (a=0,0059) tinh LOD va LOQ theo cac cong thirc
sau: LOD =3 x S/a; LOQ = 3,3 x LOD. Két qua xac dinh dugc:

- LOD 14 0,8 ng/ml (twong tng 200 ng/g mau thir),

- LOQ 14 2,6 ng/ml (twong tng 660 ng/g mau thir).
3.3.3. Arsen (As)
3.3.3.1. Chudn bi mdu thir nghiém
% Mau thik tir my phdm:

Can chinh xac khoang 0,15 dén 0,2 g miu vao coc teflon dung tich 100 ml,
thém 3 ml acid nitric 65%, 1 ml nuéc oxy gia 30%, dé yén 1 gio. Tién hanh vo co hoa
trong 10 vi song theo chuong trinh nhiét d6, cong suat va ap suat nhu bang 3.59.

Bang 3.59. Chuirong trinh vé co héa mdu trong 10 vi song

Giai doan | Thoi gian (phiit) | Nhiét dp °C) | Cong sudt (W) | Ap suit (bar)
1 10 120 1000 20
2 5 120-150 1000 30
3 10 150 1000 30
4 10 150-200 1000 30
5 5 200 1000 30

Khi qua trinh v6 co hoa mau két thac, dé ngudi, chuyén cdc pha miu ra khoi 10
vi s6ng, md nip dé khoi trong cdc bay hét. Thém 10 ml nudc trao d6i ion vao cde, lic
déu, loc vao binh dinh mirc 50 ml. Trang rira cbc pha mau, gidy loc 2 1an, mdi lan 10
ml nuée trao d6i ion, g0p dich rira vao binh dinh mtc trén, vira du béng nude trao doi
jon dén vach, lac déu. Hut chinh xac 10 ml dung dich trén vao binh dinh mac 50 ml,
thém 10 ml acid hydrocloric 37%, thém 5 ml dung dich kali iodid 20%, thém vira du
béng nude trao ddi ion dén vach, lac déu.

% Chuan bi cdc dung dich chuan:

Tir dung dich chuan gdc arsen c6 nong d6 1000 mg/l, tién hanh pha lodng véi
dung dich acid nitric 1% dé duoc dung dich chuan arsen co néng dd 50 ng/ml. Pha
lodng dung dich chuan arsen ndng do 50 ng/ml véi dung dich acid hydrocloric 4N dé
duogc cac dung dich chuin arsen lam viéc ¢ céc néng do 1an lugt 1a 1, 2, 4, 6 va
8ng/ml, thém dung dich kali iodid 20% vao dung dich cudi véi ty 1& 1/10.

% Chudn bi mau trdng:
Hut chinh xac 5 ml dung dich kali iodid 20% vao binh dinh mic 50 ml, thém

dung dich acid hydrocloric 4N vira di1 téi vach, lic déu.
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3.3.3.2. Qui trinh phén tich
% Cdc théng sé mady:
Qua qua trinh khao sat, két hop tham khao tai liéu thiét bi, cc thong sb tbi wu
dé phan tich arsen dugc chon nhu sau:
Loai dén: Cathod rong arsen
Cuong do den:12 mA
Budce song: 193,7 nm
b0 rong khe sang: 0,4 nm
Téc d6 dan dung dich natri borohydrid 0,5% (trong dung dich NaOH
0,4%): 8ml/phut
Téc d6 dan dung dich acid hydrocloric 4N: 8 ml/phdt
Téc d6 dan mau 12 ml/phut
Téc d6 khi acetylen: 2,1 lit/phut
Ap suat khong khi nén: 160 kPa
Téc d6 khi mang (Argon): 300 ml/phit.
Cdch tién hanh:
Trudce khi tién hanh phan tich, dé cic dung dich chuan, thir va tring vao nudc
néng tai 70 °C trong 30 phut, dé ngudi.

Vi cac thong sb6 d3 chon, tién hanh do mau tréng, autozero dé dua do hép thu nén
vé 0, 1an luot do do hép thu arsen cua cac dung dich chuan, dung dich thtr trén thiét bi
quang phd hap thu nguyén tir, k¥ thudt hoa hoi hydrid (pha lodng dung dich thir néu
can sao cho nong dd arsen trong dung dich thir phai nam trong ddy chuan). Lap dudng
chuan biéu dién su phu thudc tuyén tinh giita d6 hp thu va nong do arsen trong diy
chuan. Tinh toan nong do arsen trong dung dich thir dwa vao dudng chuan.

% Tinh két qua
Ham lugng arsen trong mau (ng/g) dugce tinh theo cong thirc sau:
_CD
Megro) = 1000.p
trong do: C: Nong d6 arsen trong dung dich thir (ng/ml)
p: Khéi lugng mau thir dem xac dinh (g),
D: Hé¢ s6 pha loang ctia dung dich thir,
3.3.3. Panh gia quy trinh
s Do ddc hiéu
Phuong phap phan tich quang phd hap thy nguyén tir, sir dung dén cathod rong
lam ngudn phat xa cé dic diém chi phat ra nhiing tia phat xa thuan khiét gdm mot s6
vach nhdy dic trung cho nguyén t6 can phan tich, c6 budc song (tan suit) nhit dinh
g ding véi tia birc xa ma nguyén tir ciia nguyén td can phan tich c6 thé phat ra trong
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qua trinh phét xa cta n6. Vi vay st dung phwong phap quang phé hip thu nguyén tir,
trang bj dén cathod rdng arsen 1a ddc hiéu dé phan tich arsen tai vach phat xa cta arsen
193,7 nm.
% Khoding nong dp tuyén tinh

Tién hanh pha cac dung dich arsen chudn c6 cac ndng d6 lan luot1a 1, 2, 4, 6 va
8 ng/ml nhu muc 3.3.3.2, do do hap thu cua cic dung dich nay theo cac thong s da
chon. Két qua khao sat duoc trinh bay trong bang 3.60.

Bdng 3.60. Khodng tuyén tinh ciia phirong phdp dinh lirong arsen

Dung dich chuan 1 2 3 4 5
Nong d6 (ng/ml) 1 2 4 6 8
Do hap thy 0,0107 0,0211 | 0,0400 | 0,0614 | 0,0774

Qua bang 3.60 cho thay, trong khoang nong do di khao sat co su twong quan
tuyén tinh chat ché giita nong do arsen trong dung dich chuan va d6 hap thu. Phuong
trinh hoi qui xac dinh duoc 1a: y = 0,0096x + 0,0017, véi hé $6 tuong quan r= 0,9990.
» D¢ lap lai, do dung

Qua khéo sat so bd, cho thiy mau kem dudng da ASO1 va son mdi AS02 khong
nhiém arsen, mau phan ma AS03 bi nhiém arsen.

- Khdo sdt dé Idp lai ciia phwong phdp: Tién hanh can lap lai 6 1an cac mau tir ASO1
dén ASO03, véi lugng can khoang tur 0,15 dén 0,2 g vao cac coc teflon. Thém lan luot
vao mdi cbc chira cac mau ASO1 va AS02 1 ml dung dich arsen chuin c6 nong do
1000 ng/ml, thém cac luong thudc thir vao tit ca cac coc va vo co hoa miu theo qui
trinh da néu. Voi mau AS03 do di nhiém arsen nén danh gia do lip lai cua phuong
phap trén chinh nén mau d6 ma khong phai thém chuan arsen vao nén mau.
- Khdo sat d¢ ding ciia phwong phdp: Tién hanh can 13p lai 6 lan cic miu tir ASO1
dén AS03, véi luong can khoang tur 0,15 dén 0,2 g vao cac cdc teflon. Thém lan luot
vao mdi cdc 1 ml dung dich arsen chuan c6 ndong d6 1000 ng/ml, thém cac luong thude
thir va vo co hoa mau theo qui trinh da néu.

Po do hap thu cta arsen trong cac dung dich thu duoc theo cic thong s6 da
chon, tinh toan ham luwong arsen trong dung dich thir dia vao dudng chuan. Két qua do
1ap lai, do dung trén céc mau duoc thé hién & bang 3.61.

Két qua cho théy phuong phap cé do lap lai, do dung chép nhan duge ddi véi miu
c6 nén mau phirc tap va ham luong arsen thip. Do lip lai RSD (%) cua phuong phap
trén cac mau khao sat 1a déu duédi 6,2, kha ning thu hoi trén cac mau da khao sat trong
khodng tir 80,3% dén 105,0%.
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Badng 3.61. Két qua danh gid d lap lai, @6 ding ciia phiong phdp trén mau.

< | Luong Kem dudng da AS0O1 Son moi AS 02 Phin ma AS 03
As thém Luong | Tyle Luong | 10 1a Luong | 1014
T o | e | Asim |y Lume | Aot || i | AT iy
@ | (ngimi) | (%) ogmy | O | @ | gy | )
1] 4 [02097| 3669 | 91,7 [02103 | 4,124 | 1031 | 0,1530 | 3478 | 87,0
2| 4 |02221| 3586 | 896 |02056 | 3815 | 954 | 01554 | 3,257 | 8l4
3] 4 [o02015| 3793 | 948 [02078 | 3556 | 889 | 0,566 | 3510 | 87,7
4] 4 02175 3336 | 834 |02017 | 4202 | 1050 | 01537 | 3,255 | 8L4
5| 4 [o02248| 3824 | 956 |02138 | 3,769 | 942 | 01579 | 3210 | 803
6| 4 [o02261| 3793 | 948 [02211 | 3826 | 956 | 0,515 | 3658 | 915
Trung binh 91,9 97,0 84,9
RSD (%) 5,07 6,17 5,31

¢ Gioi han phat hién (LOD) va gioi han dinh luong (LOQ)

LOD duoc xac dinh bé‘mg cach do lap lai 10 lan trén mau tréng. Dua vao do léch
chuan S, hé sé goc cua duong chuan (a) tinh LOD va LOQ theo cac cong thirc sau:
LOD=3,3.5/ava LOQ = 3,3.LOD. Két qua xac dinh duoc:

- LOD 14 0,3 ng/ml (twong g 75 ng/g my pham)

- LOQ 12 0,99 ng/ml (twong tng 247,5 ng/g my pham)

Pha cac dung dich arsen trong nén cac mau khao sat dé c6 nong do arsen tai gia
tri LOD va LOQ. Két qua cho thay gia tri LOD va LOQ nhu trén 1a phu hop.

3.4. KET QUA KIEM TRA MOT SO HOP CHAT BI CAM VA CO GIOI HAN SU

DUNG TRONG MY PHAM LUU HANH TREN THI TRUONG
3.4.1. Metanil yellow

Quy trinh phan tich dé phat hién MY di duogc 4p dung dé kiém tra 6 miu son
moi va 8 mau son méng mua trén thi trudng. Danh sach cu thé cac mau da kiém tra
duoc liét ké cu thé trong bang 3.62.

Két qua da phat hién thidy 1 miu son mong tay khong c6 nhin mac, dia chi nha
san xuat (mdu MYO07) cho pic c6 cing thdi gian Ivu va phd UV-VIS (véi hé sd tuong
d6ng khi so sanh phd bang 0,9913) nhu pic MY chuan. Nhiing két qua dinh tinh trén
cho phép két luan mau chia MY (hinh 3.22). Tinh toan dinh luong cho thdy ham
lugng Metanil yellow trong mau 1a 28,33 pg/g.
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Hinh 3.22.

2 BE75 BIB44 30034

1 4334 1700 322

T_

—
4 8793 1800M BAT3
A

—

tay khéng ré nguon goc cé chira Metanil yellow.
Bdng 3.62. Danh sach mau my pham kiém tra Metanil yellow

Sdc ky do va két qua so sanh phé UV-VIS khi phdn tich véi mdu son mong

x Két qua phat

Ma sb Tén mau .
hién MY

MYO01 | Son nuéc Lip on Lip ctia hang Rohto (Viét Nam): mau hong tro, -
MYO02 | Son méi Aqua lipstick ctia hing Prorance (Han Qudc): mau vang cam -
MYO03 | Son mdi Crystal ciia hang Essance (Viét Nam): mau do, -
MYO04 | Son méi hai dau E’zup cua hing Debon (Viét Nam): mau vang cam -
MYO05 | Son méi hai dau Lipgloss (Trung Qudc): mau vang cam -
MYO06 | Son mdi Rose Lady cua hang VOV: mau vang cam -
MYO07 | Son mong tay mau vang khong nhan + (28,331g/9)
MYO08 | Son moéng tay mau cam khong nhin duoc gan s 20 -
MYO09 | Son v€ mong cia hang Zhi Yan (Pai Loan): mau vang -
MY10 | Son v€ méng cua hang Chen Xi (Pai Loan): mau vang cam -
MY 11 | Son moéng tay nhii vang khong c¢6 nhan -
MY 12 | Son v& méng cta hing Kiét Thang (Pai Loan): mau vang -
MY 13 | Son méng tay mau vang nhat mang s6 20 khong nhan mac -
MY 14 | Son méi (Pai Loan): mau do -

Ghi chi: (-) la khéng phat hién dwoc; (+) la phat hién thdy

3.4.2. Rhodamin B

Retrion e
o Prt
Nane

}l ReeionTne |
‘ v o Pkt r
Nae

a) T )

c)

Hinh 3.23.Két qud phdn tich mau son mede sé6 RBI14 ¢6 chita Rhodamin B.
a)SKD ciia dd chuan Rhodamin B; b) SKP ciia mau RB14 va ¢) so sanh phé UV-VIS,
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Qui trinh x4y dung di duoc 4p dung dé kiém tra 7 mau son méi, 5 mau son
mong, 5 miu phin mit va lmAu phin mé4 mua trén thi truong. Trong 18 mau di kiém
tra c6 2 mau son mong (mau sé RB09 va RB10) va 1 miu son nuéc (miu RB14) cho
pic ¢6 thoi gian luu va phd UV-VIS tuong tng vé6i pic cua chuan Rhodamin B, ching
t6 3 miu trén c6 Rhodamin B, trong d6 két qua dinh lwong trén mau RB14 cho ham
luong Rhodamin B 1a 20,0 ug/g (Hinh 3.23).

Bdng 3.63. Danh sdch mdau my pham kiém tra Rhodamin B

- N Két qua phat
Ma Tén mau ? P
sO hién RB

RBO1 | Phan mét Aolili -

RB02 | Phin mit Belove hong -

RB03 | Phin mit Belove tim -

RB04 | Phin mét Celia tim -

RBO5 | Phan mit VOV tim -

RB06 | Phian ma Ludanmei -

RB07 | Son moéng Felina LaValse hong -

RB08 | Son méng Melia hong

RB09 | Son mong khong tén mau hong tim +
RB 10 | Son méng Kiét Thang mau hong tim +

RB 11 | Son mong Melia tim -

RB 12 | Son nudc Starshine 01 mau hong ddm -

RB 13 | Son nuéc Starshine 08 mau hong cam -

RB 14 | Son nudc Lipgloss Zhoubang + (20,0u9/9)
RB 15 | Son thoi Essance RD201 -

RB 16 | Son thoi Etude -

RB 17 | Son thoi MAC -

RB 18 | Son théi Rose Lady, VOV -

Ghi cha: (-) la khong phat hién dwoc; (+) la phat hién thay
3.4.3. Pigment red 53

Ap dung phuong phap phat hién Pigment red 53 vira xdy dung dé kiém tra 14
mau son moéi, 6 mau phan mé mua trén thi truong, Danh sach cdc mau dugc kiém tra
va két qua thu dugc nhu & bang 3.64.

Trong 20 mau kiém tra, da phat hién dugc 6 mau c6 chira PR, trong s6 d6 co6 4
mau son (PRO1, PR11, PR12 va PR14) va 2 miu phan ma (PR15 va PR20). Thoi gian
lwu cua cac pic nghi ngd trung véi thoi gian Iuu cia pic PR chuan. So pho UV-VIS
Clia cac pic nay véi pic PR chuan déu thu duoc hé sé twong thich phd (Similarity) rat
cao. Tién hanh dinh lugng PR trong 6 mau nay, Két qua thu dugc nhu & bang 3.65.

Két qua cho thdy ham lugng PR trong cdc miu son 1a tuong ddi nho nhung ty 18
& 2 mau phan ma 1a kha cao, Tuy s6 mau dugc kiém tra chua nhiéu nhung ty 18 c6

chira PR dang lo ngai (30%), Chimng t6 nguy co lam dung PR trong my pham la rat
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cao. Do vy can mé rong thém viéc kiém tra PR trong my pham dé co két luan chinh

xac hon.
Bdng 3.64. Két qua kiém tra cdc mau my pham dé phat hién Pigment red 53.
Ma A X Keét qua phat
s6 Ten mau hion PR
PRO1 | Son nudc Star Shine 01 (Han Qudc) +
PRO2 | Son nudc Prielry diamond gloss 44 (Han Qudc) -
PRO3 | Son nudc Blooming gloss 51 Crystal Shimmering (Han Qudc) -
PR0O4 | Son nudc P+ cos Professional (Han Quoc) -
PRO5 | Son nudc Ohui 06 (Han Qudc) -
PRO6 | Son nudc Bloom lipgloss 3D 11Zhoubang -
PRO7 | Son nudc Lipgloss 3D 06 Zhoubang -
PRO8 | Son ran Etude colorlipstick 04 Etude -
PR0O9 | Son rian Nob'color No16201-35 (Phép) -
PR10 | Son ran Rose Lady 109 VOV Moisturizing coloring effect -
PR11 | Son ran Lacvert Essance RD201 LG Vina Cosmetics Joint Venture Co +
PR12 | Son ran Lustre 09 Make-uphan Cosmetics Toronto (Canada) +
PR13 | Son ran MayberlineWater Shine Pune Lipcolon 06 (M¥) -
PR14 | Son ran Lacvert EssanceRD225 LG Vina Cosmetics Joint Venture Co +
PR15 | Phin m4 Make-up blue 016 VOV cosmetic Co, Ltd +
PR16 | Phan ma Etude5 -
PR17 | Phan ma Color Song Blusher 04 VOV cosmetic Co, Ltd (Han Qudc) -
PR18 | Phin ma Ludanmei No:D208 Ludanmei Cosmetics Co, Ltd -
PR19 | Phdn ma Ludanmei No:B493 Ludanmei Cosmetics Co, Ltd -
PR20 | Phan mé4 Color Song Blusher 21 VOV cosmetic Co, Ltd (Han Qudc) +

Ghi chi: (-) la khong phdt hién dwoc; (+) la phat hién thay

Bang 3.65. Két qua dinh lwong cdc mau phat hién c6 Pigment Red 53

Miy | Fuong miu | Hé so twong thich pho Luong PR ¢6 trong | Ham lugng
thir (9) (Similarity) mau thir (mg) (%)
PRO1 0,4992 0,9932 0,195 0,039
PRIL|  0,5416 0,0983 (0,085) (0,016)
PRI2 | 0,5546 0,9999 (0,097) (0,018)
PR14 0,5000 0,9993 0,356 0,071
PR15 0,1013 0,9866 4,233 4,179
PR20 0,1002 0,9996 0,669 0,668

Ghi chu: Cac gia tri trong ngodc don la cac gia tri woc lwong vi dudi LOQ
3.4.4. Pigment orange 5

Quy trinh phan tich dé phat hién Pigment orange 5 dd duogc ap dung dé kiém tra
trén 13 miu son moi, 10 miu son méng mua trén thi trudong. Két qua kiém tra trén 23

mAau nay khong phat hién thiy miu nao c6 Pigment orange 5.
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3.4.5. Crystal violet (Tim tinh thé)

Ap dung dé kiém tra 7 miu son moi, 5 miu son moéng, 5 miu phan mit va 1
mau phén ma mua trén thi trudng. Danh sach cu thé cidc mau da kiém tra duoc liét ké
cu thé trong bang 3.66 va hinh 3.24 dué6i day

Bdng 3.66. Danh sdch mdau my pham kiém tra Crystal violet

Ma s Tén mau Két qua phat hién CV

CVO01l | Phin mit Aolili -

CV02 | Phan mit Belove hong -

CV03 | Phan mit Belove tim -

CV04 | Phin mit Celia tim -

CVO05 | Phan mit VOV tim +

CV06 Phan m4 Ludanmei -

CV07 | Son méng Felina LaValse hong -

CV08 | Son méng Melia hong -

CV09 | Son moéng khong tén mau hong tim -

CV10 | Son moéng Kiét Thing mau hong tim -

CV11 | Son mong Melia tim -

CV12 | Son nuéc Starshine 01 mau hong dam -

CV13 | Son nuéc Starshine 08 mau hong cam -

CVvi4 Son nudc Lipgloss Zhoubang -

CV15 Son théi Essance RD201 -

CV16 | Son thoi Etudé -

Cv17 Son thot MAC -

Cv18 Son thoi Rose Lady, VOV -

Ghi chi: (-) la khong phdt hién dwoc; (+) la phat hién thay

Phd chuén Phd
cv méu CV05

Pic cua Cryvstal Violet

Hinh 3.24. So sanh SKD va phé UV-VIS giita mau CV05 va dd chudn Crystal Violet
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3.4.6. Sudan
Tién hanh kiém tra cac Sudan trén 25 mau son két qua duogc téng hop ¢ bang

3.67.
Bdng 3.67. Két qua phan tich Sudan trong mét sé mau son
Mi sb Tén mau Sudan | | Sudan Il | Sudan III | Sudan IV
SD01 | M1 mau xanh - - - -
SD02 | M2mau vang dam + - - -
SD03 | M3 mau vang nhat - - - -
SD04 | M4 mau do - - - n
SDO05 | M5 mau tim nhat + - - -
SD06 | M6 mau do + - - +
SDO07 | M7 mau xanh + - - +
SD08 | M8 mau vang + - - +
SD09 | M9 mau tim nhat + - - -
SD10 | M10 méau hong + - ; )
SD11 | M11 mau xanh - - - -
SD12 | M12 méau hong - : ; )
SD13 | M13 mau 010 - - - -
SD14 | M14 mau 020 - - - -
SD15 | M15 mau 032 - - - -
SD16 | M16 mau 45 - - - -
SD17 | M17 mau 53 - - - -
SD18 | M18 mau 76 + - - -
SD19 | M19 BR Blossom 116 - - - -
SD20 | M20 OR Rouge orange 311 - - - -
SD21 | M21 # 119 Brilliant Magnetic - - - -
SD22 | M22 # 115 Brandy - - - -
SD23 | M23 maul02 - - - -
SD24 | M24 mau 56 - - - -
SD25 | M25 - - - -

Ghi chi: () la khéng phat hién dwoc; (+) la phat hién thdy

Két qua cho thdy:

- Cac mau son gi6 c6 nhan hi¢u Lipbalm: Vé mau vang dam, vé mau tim co

chtra Sudan 1, mau c¢6 vo mau do chtra Sudan 1V,

- Cac mau son gi6 c¢6 nhan hi¢u Hengfang: Cac son c6 vo mau do, vo mau

Xanh, v6 mau vang c6 chira 2 Sudan cdm (I va IV), vo mau tim nhat c6 chira Sudan 1.

- Mot mau son 216 ¢6 nhan hi¢u Shilulan: V6 mau héng cO chtra Sudan 1.

- Pic biét ¢6 mot mau son mau nhin hiéu Hengfang c6 chira Sudan I.

3.4.7. Kiém tra dong thoi 4 chit mau bi cim (MY, PR, PO va RB)

Kiém tra trén 15 mau son thu mua tir cho Péng Xuan (12 mau son théi ky hiéu
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12 SR va 3 miu dang gel ky hiéu 1a SN). Két qua: Trong 15 miu kiém tra, phat hién
dugce 3 miu c6 chit cAm Pigment red 53 (Bang 3.68).
Bdng 3.68. Két qua phdn tich dong thoi cdc chdt mau cam MY, PR53, POS, RB

M so Tén méu MY | PR | PO | RB

HMO1 | Liplip, venus, 1001 Iris pink VP22 Rohto, Mentholatum Co,Ltd (SR1) - - - -

HMO2 | Son dang gel Water lip bloom pink BPO1, Mentholatum Co, Ltd (SN1) | - - - -

HMO03 | Miracle Apo HO02 Pinky orange, Mentholatum Co, Ltd (SR2) - - - -

HMO04 | Liplip LN51 intensive Rouge IP 21 Crystal pink (SR3) - - - -

HMO5 | Lipice K001, Thai lan NSX:6/11/15, Hd: 06/11/15 (SR4) - - - -

HMO06 | Oxy perfect , Trung qudc (SR5) - - - -

HMOQ7 | Tiannuo, pink magic lip, Thai Lan (SR6) - - - -

HMO08 | Essance, khong nhan mac (SR 13) - - - -

HMO9 | Mac, chit Trung qudc (SR 12) B

HM10 | Maybelline tim, (SR7) - + - -

HM11 | Super Core lipstick (SR8) - + - -

HM12 | Prielry Diamond gross (SN2) - - - -

HM13 | L’oreal Lipgloss & Lipstick (SN3) - - - -

HM14 | 3D Lip gloss (SR 9) - - - -

HM15 | Shishido PK 307 (SR10) - + - -

Ghi chi: () la khong phdt hién dwoc; (+) la phat hién thay

3.4.8. Hydroquinon

Quy trinh thao tac chuan dé phat hién Hydroquinon da dugc chung t6i 4p dung
dé kiém tra 10 mau kem boi da mua trén thi truong. Két qua khong c6 mau nao co
chura Hydroquinon.

3.4.9. Tretinoin

D3 tién hanh kiém tra trén 18 mau kem dugc mé sb tir TRO1 dén TR18, c6 2
mau phat hién c6 Tretinoin 1a TR04 va TRO5.

Hai mau TR04 va TRO5 ¢ 2 dang dong gbi khong c6 16 san xuat, cung han sir
dung, cling noi san xuat (767 duong Truong Chinh, Kién An, Hai Phong) c6 chira
Tretinoin. Cach ky hiéu SPK ctia cac mau kem trén déu khac v6i nhitng mau khac: sd
viét trude ky hiéu QLD-CL trong khi cac mau khac QLD-CL viét trude, sb viét sau va
khong c6 tén nha san xuat chi co tén dia chi san xuit.

3.4.10. Céc glucocorticoid
Kiém tra trén 11 mau kem my pham, két qua thé hién & bang 3.69.
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Mau GCO01, GCO05 va GC06 c6 pic c6 thoi gian luu twong tmg véi pic
clobetason dipropionat, chdng phd véi phd chuén clobetason dipropionat cho hé sd
chdng phé xap xi 1 (1an luot 13 0,9933; 0,9954; 0,9968).

Badng 3.69. Két qua phdn tich dong thoi cdc glucocorticoid

Mai so | Tén mau SO PKKN | Két qua
GCO1 | Cream ndm one today 431381 +
GCO02 | Cream nam shui Jing bai 431382 -
GCO03 | Kem dudng tring da lam md vét thaim Hazelin 43L 383 -
GCO04 | Kem nam Co Tién (Day whitening & spot removing set) 431384 -
GCO05 | Cream ngira mun 3 tdc dung One Today 43L.390 +
GCO06 | Cream dudng tring da mit One Today 431391 +
GCO07 | Kem mit Whoo 431398 -
GCO08 | Nué6c hoa hong In Yang Balancer 43L.397 -
GCO09 | Tinh chat dudng da Qi & Jin Essence 43L.396 -
GC10 | Sira dudng da In Yang Lotion 43L.395 -
GC11 | Kem dudng da dém Whoo 43L.399 -
Ghi chu: () 12 khong phat hién dwoc, (+) la pht hién thay

3.4.11. Thiy ngan

Quy trinh thao tac chuan dé phat hién thuy ngan da dugc chung toi ap dung dé
kiém tra 6 miu kem boi da, 5 mau sita rira mat va 3 miu dau goi dau, 17 mau phan
trang diém mua trén thi truong. Danh sach cac mau da kiém tra thay c6 thuy ngan
dugc tong hop trong bang 3.70.

Bdng 3.70. Cdc mdu my pham kiém tra thdy c6 chira thity ngan.

Ma so Mau Ham lugng Hg (ppm)

HG02 Kem dudng tring da toan than Tuyét Lan 29,96

HGO3 Kem tring da Avon Solution SPF 20 1,36

HG20 Pond’s white beauty, Thai Lan 0,88

HG22 Essance silky, Viét Nam 0,64

HG23 Rejuarna 530, Nhat ban 0,58
3.4.12. Chi

Ap dung phuong phap hoa hop ASEAN dé kiém tra chi trong 35 miu my pham
c6 dén 32 mau co chira chi tuy nhién khong c6 mau nao vuot qua gidi han Pb theo qui
dinh tai thong tu 06/2011/TT-BYT ctia Bo Y té (xem Phu luc).
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Chuong IV
BAN LUAN

4.1. VE VIEC TRIEN KHAI CAC PHUONG PHAP CUA ASEAN

Trong sd 6 phuong phap hoa hop ASEAN vé céac chi tiéu hoa 1y hién co, c¢6 5
phuong phép lién quan truc tiép toi cac ddi twong nghién ciru cta lun an:

-Xac dinh kim loai ning (arsen, cadmium, chi va thuy ngan) trong my pham (Ma s6 ACM
THA 05) [50].

- Pinh tinh Tretinoin trong m¥ pham bang TLC va HPLC (Ma s6 ACM SIN 01) [51].

- Pinh tinh, dinh lugng Hydroquinon trong my pham bang TLC va HPLC (Ma s6 ACM
INO 03) [54].

- Pinh tinh mot s6 chat mau cAm trong my pham bang TLC va HPLC (Mi s6 ACM SIN
02) [52].

- Pinh tinh hydrocortison acetat, dexamethason, betamethason, betamethason 17-valerat,
va triamcinolon trong m¥ pham bang TLC va HPLC (Ma s6 ACM MAL 07) [55].

Trong qué trinh trién khai, chung t6i da ap dung cic phuong phap nay trén doi
trong mau my pham dé danh gia cac dbi twong chat cAm twong tng. Qua nhimng két qua
thuc nghiém, chung t61 c6 mot s6 nhan xét sau:

% Phuong phap ACM THA 05: x4c dinh kim loai nang (arsen, cadmium, chi va thuy
ngan) trong my pham

Phuong phap ACM THA 05 4p dung dé xac dinh ham luong chi, arsen va cadmi
trén thiét bi phan tich tai Vién Kiém nghiém thudc Trung wong 13 hoan toan phu hop va
kha thi. Qu4 trinh thuc nghiém d3 dua ra cac thong s6 cu thé cho diéu kién phan tich cac
nguyén té nay: diéu kién vo6 co hda mau trong 10 vi song, cac thong sb ciia may va diéu
kién phan tich phu hop.

P viét duoc 2 qui trinh phén tich cu thé cho 2 nguyén t6 As, Pb 1 tai liéu chuyén
mon phuc vu cho cong tic kiém tra chat lwong my pham (Ma sé tai liéu cho Pb:
VKN/TQKT-MP/19; cua As: VKN/TQKT-MP/21).

Pi ap dung quy trinh dé kiém tra chi trong 40 miu my pham va kiém tra arsen
trong mot s6 mau (khong bao céo trong luan an), chua c6 miu nao vuot qué gisi han qui
dinh kha cao dbi véi chi (< 20 ppm) va arsen (< 5 ppm). Hon nita, véi phwong phap hoa
hoc theo cac Duoc dién van cho do nhay ¢ 10 ppm (ddi v6i tong kim loai nang) va &
Ippm cho arsen. Vay tai sao ASEAN lai chon phuong phap AAS, mot ky thuat c6 do
nhay rit cao, thiét bi dét tién, diéu kién phong thi nghiém dat do sach cao va can phai co
can bd duoc dao tao. Phai ching la do nén miu m¥y pham rat phong phi, phirc tap, kho xir
ly, dung v6 co hoa béng 16 vi song mai thuc hién dugc hoan toan, bao toan dugc luong
chi va arsen, tranh nhiém ban, phuong phap do AAS dac hiéu, do nhay rat cao (cd ppb) va
chinh xac. Két qua thyc nghiém da chi ra, c6 nhiéu mau my pham khi vo co hoa bang dot
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trén bép dién mat rat nhiéu thoi gian va dung dich thu dugc van c6 mau, khi lam phép thir
so mau cho két qua khong chinh xac, hon nita lai con phu thudc vao danh gia cha quan

clia ngudi 1am phan tich. Vi vay phuong phap AAS, k¥ thuat nguyén tir hoa bang 10
graphit dé phan tich chi va k¥ thuét hydrid dé phan tich arsen cho két qua chinh xac va tin
cdy, d6 nhay rat cao di duoc chon lam phuong phip hoa hop chung cua cac nudc
ASEAN.

Riéng quy trinh phan tich thuy ngan cua phuong phép hoa hop dugc xay dung cho
thiét bi do dong lién tuc khong sian co6 ¢ Vién Kiém nghiém thudc Trung wong nén mot
quy trinh phén tich méi da phai duoc tién hanh khao sat, thiét lap.

% Phwong phdp ACM SIN 01: dinh tinh Tretinoin trong my pham bang TLC va HPLC
dugc tién hanh tham dinh chuyén giao bang cac thiét bi HPLC tai Vién Kiém nghiém
thudc Trung wong cho thiy cac thiét bi 1a phu hop, két qua phan tich tét. Qui trinh dinh
tinh, dinh lwong Tretinoin trong m¥y pham bang HPLC da duoc bién soan thanh qui trinh
thao tac chuan (SOP) va 4p dung dé kiém tra chdt cAm nay tai Vién (M3 s6 tai licu
VKN/TQKT-MP/09).

% Phwong phap ACM INO 03: dinh tinh, dinh luong Hydroquinon trong my pham bang
TLC va HPLC [54].

Khi trién khai phuong phap HPLC trén mot s6 mau my pham nghién ctru, khong
tach duoc Hydroquinon ra khoi pic ¢ trong nén mau. Vi vdy mot qui trinh phéan tich méi
da duoc nghién ciru xay dung va thim dinh nham tach hoan toan Hydroquinon ra khoi cac
pic ¢ trong nén mau. Tuy nhién, quy trinh cia ASEAN van c6 thé ap dung duoc khi nén
mau phan tich khong bi anh huéng.

% Phwong phdp ACM SIN 02: dinh tinh mot s chat mau cdm trong my pham bang TLC
va HPLC [52].

Phuong phap nay cho phép dinh tinh dong thoi 3 chat mau cam: MY, PO, RB 1a
mot loi thé 16n, tuy nhién qua trinh trién khai phuong phiap HPLC cho thay pha dong
khong 6n dinh, c6 hién tuong tua lai mot cach tur tir (ngay ca khi da loc qua mang loc 0,45
um). Diéu nay rit nguy hai cho hé thong sic ky néu khong loai bé duoc, giy ra ap sut
khong on dinh trong qua trinh phan tich va vé lau dai gdy tac cot. Vi vdy, cac qui trinh
moi phan tich nhitng chat mau nay da dugc nghién ctu thiét 1ap. Trong thyc té rat hiém
gip su lam dung nhiéu chat mau cam trong cing mdt san pham nén nhiing qui trinh phan
tich riéng 1é van co6 gia tri dé kiém tra su c6 mat ctia cac chit mau bi cAm. Mit khac, qua
nghién cru cic mau my pham trén thyc té lai c6 thém mot chat mau mai xuat hién véi ty
1¢ kha cao. Kiém tra phat hién dugc chit mau nay la Pigment Red 53 (PR) va mot qui
trinh phan tich phat hi¢n va dinh luong PR cling da dugc nghién ctru xay dung.

% Phuong phap ACM MAL 07: dinh tinh hydrocortison acetat, dexamethason,
betamethason, betamethason 17-valerat, va triamcinolon acetonid trong my pham bang
TLC va HPLC [55].
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Phuong phap nay cho phép dinh tinh dong thdi 5 chat thudc nhém chat bi cAm
glucocorticoid mot cach dé dang véi cac thiét bi TLC va HPLC thong thudng. Tuy nhién,
vO1 mong muén co thé dinh tinh, dinh lugong déng thoi nhiéu hon cac chat thudc nhom
glucocorticoid, mot nghién ctru da duoc thuc hi¢n nham phat hién va dinh luong déng
thoi 12 chat steroid bang HPLC.

4.2. VE CAC QUI TRINH PHAN TICH MOI THIET LAP

Qua trinh nghién ciru thiét 13p cac qui trinh phan tich xac dinh cac chat cAm va chat
c¢6 giéi han ham lugng st dung trong my pham luén hudng t6i hoa hop vé mat ky thuat
v6i toan khdi ASEAN, nén dé tai da ludn bam sat cac phuong phap hoa hop sin co cua
ASEAN. Mot sb truong hop, do chua c6 phuong phap hoa hop hay cac diéu kién cua
phuong phap hoa hop t6 ra chua phi hop sau qué trinh khéo sat so bo, phai tién hanh thiét
1ap méi hodc thay doi cac diéu kién phan tich cho phu hop véi ddi twong mau my pham
can kiém tra cling nhu diéu kién trang thiét bi hién c6, dic biét kip thoi cho cong tac kiém
tra chat cam tai nhiing thoi diém can thiét theo yéu cu cua BO Y té vi thuc té chua co céc
qui trinh phan tich sin c¢6 (nhu Sudan, Pigment red 53, Crystal violet...)

4.2.1. V@ cac qui trinh phat hién cdc chit mau cAm

Doi trong mau ap dung 13 m§ pham dang son (son thoi dang sap, "son nudc" dang
gel...), son mong va phan trang diém vé cac chat mau cAm nhu: MY, PO, PR, CV, cic
Sudan...
4.2.1.1. Cdc chit mau di cé phwong phdp hoa hop:

Phuong phép hoa hgp ACM SIN 02 dua ra quy trinh dinh tinh dong thoi 3 chat
mau cam: Pigment orange 5 (PO), Metanil yellow (MY) va Rhodamin B (RB) bang
phuong phap TLC va HPLC. Tuy nhién, tai thoi diém nghién ciru trién khai (2009-2010),
thuc nghiém cho théy coO hién tugng tha lai tur tir thanh phén trong pha dong ké ca sau khi
da loc qua mang loc 0,45 um. Vi vay, cac qui trinh nghién ctru dinh tinh, dinh lugng riéng
tirng chat mau véi diéu kién phan tich méi da dugc nghién ciru véi muc dich dap tmg kip
thoi cho cong tac kiém nghiém dong thoi khong chi phat hién ma con danh gid duge mirc
d6 nhiém céac chat cAm nay.

Ve quy trinh xir Iy mau my pham:

Phuong phap hoa hop st dung dung méi chiét miu 13 hdn hgp DMF-acid
phosphoric (95:5). Dung méi nay cho két qua x&r Iy mau rat tot khi tién hanh phén tich
MY va PO, do d6 chiing toi van git nguyén trong quy trinh phan tich hai chit mau nay
ctia minh. Riéng truong hop RB, khi chiét mau bang dung moi trén két qua thu hoi khong
t6t nén da phai khao sat lai va chuyén sang dung hdn hop acetonitril - nudc (1:1) dé chiét
mau. Hé dung méi nay cho két qua khé cao (ty 1& thu hoi tir 83,7% dén 109,7% tiy theo
nén mau).

Hon nita, vi cac mau son thoi (dang sap, thé chat rat quanh) thay vi chiét 2 pha
long - léng (n-hexan va dung mdi chiét mau nhu ASEAN), ding mot luong nho
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tetrahydrofuran hay dimethylformamid dé phan tan mau roi chiét cho két qua t6t nhu
phuong phap ASEAN nhung cich 1am don gian va nhanh hon, khong can chuyén vao
binh gan va cho phan 16p.

Ve qui trinh phan tich sdc ky:

D3 khao sat va lya chon dugc diéu kién sic ky phu hop dé phan tich cac chat ca
dinh tinh va dinh luong. Pinh tinh bang xét thoi gian luu, d6 tinh khiét pic va so sanh pho
(chong phd va tinh hé s6 twong dong similary index) ciia pic nghi ngd trong mau thir véi
pic thu dugc tir mau chuin. Pinh luong bang so sanh dién tich (hodc chiéu cao) pic thu
duoc tir mau thir véi pic thu duge tir mau chuan.

Ve cach danh gid két qua:

Str dung detector PDA doc phd va danh gia do tinh khiét pic ctia nhimng pic nghi
ngd ¢6 cung thoi gian luu véi pic chuan (ASEAN khong néu rd ma chi ndi dén thoi gian
luu). Nhu vay tinh dac hiéu cua phuong phéap cang duoc khang dinh.

Ve danh gia qui trinh phan tich:

Cac qui trinh dd duoc xay dung va tham dinh céc chi tiéu vé d6 thich hop caa hé
thong sac ky, do dic hiéu, khoang nong d6 tuyén tinh, do chinh xac, do ding, LOD va
LOQ trén mau ty tao v6i nén mau my pham khong co cac chat cdm. Qua tham dinh bang
thuc nghiém, cac quy trinh phan tich nay déu dap tmg duoc yéu cau khi kiém tra chat mau
cAm tuong ng. Hon nira, cac quy trinh thiét 1ap déu c6 giéi han phat hién t6t hon so véi
cong bd cua phuong phap hoa hop ACM SIN 02 véi nhimg d6i twong chat mau ma
phuong phap nay dua ra gidi han phat hién (vi du vo1 MY va PO gidi han phat hién nho
hon 25 lan, v6i RB gidi han phat hién nho hon 1000 1an so v&i cong bd ciia ASEAN).
4.2.1.2. Cdc chit mau chwa cé phwong phdp hoa hop:

Chat mau Pigment red 53 (PR), Crystal violet (CV) va 4 chat thuoc nhém Sudan
chua c6 phuong phap hoa hop cia ASEAN, do d6 phai xay dung hoan toan quy trinh phan
tich méi cho cac chat mau nay.

Ve quy trinh xir Iy mau my pham:

Tuy theo timg chat ma lya chon dung mdi chiét mau phu hop, véi cac mau son thoi
(dang sap) hay son mong, dung mot lugng nhé tetrahydrofuran hay dimethylformamid
vira dii phan tan mau roi chiét cho két qua tét (ty 1 thu hoi déu cao trong qua trinh tham
dinh tir 83,7% dén 109,7% ), cach 1am don gian, tranh that thoat do khong phai qua nhiéu
bude xur ly.

Vi Pigment red 53 1a chat khé tan trong nuéc, dung dimethylsulfoxid hoa tan va
chiét dugc hoan toan chat nay, nén mau sach.

Véi Crystal violet (CV), hdn hop acetonitril - dung dich dém amoniac pH 9,5 -
10,0 (2 :5) la dung mdi chiét mau tt nhat d3 Iya chon dugc. Khi khao sat da thir véi moi
truong acid hay kiém manh (NaOH 0,01M) déu cho pic khong can dbi va khong on dinh.
Hon nita, dung mdi chiét mau nay c6 thanh phan rat giong véi pha dong (ACN - THF -
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dém pH 9,0 (20 : 30 : 50)) nén pic sac ky thu duoc can d6i, on dinh, cho két qua lap lai, do
dung t6t 1a diéu phu hop. Pay ciing 1a mdt trong nhiing nguyén tic lwa chon dung moi pha
mAu.

Véi cac Sudan, hé dung mdi methanol — ethyl acetat (1:1) 1a hé ma nhom chét
Sudan tan rat t6t, dung dich miu thir sach khong bi 1an nhiéu tap chét, qui trinh chiét don
gian, dé dang. Hé dung mdi nay c6 ethyl acetat nén khong can ding chat THF dé phan tan
mau son dang sap hay son méng. Pay ciing 1a dung mdi ma tac gia Nguyén Vin Yén va
cong su lya chon [46] (nam 2010, sau két qua nghién ctru cua ching t61 3 nam) dé hoa tan
cac sudan trong can thu dugc sau khi chiét mau my pham va thuc pham bang aceton sau
d6 tiém vao hé sac ky.

Ve diéu kién phan tich sdc ky:

Trong qua trinh kiém tra cac mau trén thi trudng, phat hién thiy mot chat mau la
xuat hién véi tan xuit kha cao va dugc xac dinh 1a Pigment red 53 (PR).

Dé phan tich PR, chi can thay do6i ty 1¢ thanh phan pha dong ciia diéu kién phan
tich PO 1a hdn hop methanol-dung dich dém pH 6,2 tir ty 1& 85 : 15 thanh 65 : 35. Két qua
nay chi ra mot thuan loi cho nguoi lam phan tich: gan nhu véi ciing mot diéu kién phan
tich vé cot sac ky, nhiét do cot, pha dong, tdc do dong, chi can thay d6i ty 1& thanh phan
pha dong va budc song lay sic ky d6 co thé dinh tinh, dinh luong dugc ca 3 chat mau:
MY, PO va PR. Két qua khao sat cling cho thdy dung moi gom céc thanh phan thong
dung, dé kiém nhu: methanol va dung dich dém pH 6,2 (chuan bi dung dich triethylamin
3mM trong nudc, chinh pH vé 6,2 bang acid acetic 30%). Trong khi pha dong cua
ASEAN chuan bi phtic tap, dung chét tao cip ion TBA khé dat tién.

Vo1 Crystal violet (CV): lua chon cdt Alltech RP18 (250 x 4,6 mm, 5 um) hoac
cot C18 clia Phenomenex ¢ nhiét d6 phong, detector PDA dat trong dai 300 - 900 nm (lay
sic d0 & 590 nm), pha dong: 1a hdn hop cia acetonitril — tetrahydrofuran — dung dich dém
pH 9.0 (20 : 30 : 50), toc 6 dong: 1,0 ml/phut, thé tich tiém miu: 100 pl. Diéu kién phan
tich nay cho thiy pha dong c6 thanh phan gan nhu 1a dung moi pha méu, pic thu dugc can
ddi, c6 do 1ap lai va do dung cao, hé sdc ky rt on dinh.

Qui trinh phan tich dong thoi 4 chat Sudan véi cac diéu kién phan tich don gian, dé
thuc hién, dung méi hoa chat dé kiém 1a mot loi thé cho ngudi 1am phan tich, dé dang ap
dung & cac don vi c6 may HPLC véi detector PDA. Piéu kién phan tich bao gdm: cot C18
(250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex hoac Apollo), pha dong: methanol — nude (95 : 5),
téc do dong: 1,0 ml/phit, thé tich tiém: 20 pl, dicu kién detector PDA: quét pho trong dai
300-900 nm, lay sic d6 tai 488 nm. Nam 2010, tic gia Nguyén Vin Yén va cong su [46]
dung HPLC pha ddo nhu trén nhung detector UV dé xac dinh Sudan trong thuc pham va
my pham, viéc lya chon detector PDA ctia luan an cho két quéa chinh xac hon. Thuc té c6
mau d3 cho pic c¢6 thoi gian luu tring véi thoi gian lvu ctia mot trong cac Sudan nhung
phd UV-VIS khéong gidng, vi vay khong thé noi d6 1a Sudan. Véi chwong trinh sic ky nhu

- 137 -



trén, detector UV-VIS chi c6 tinh sang loc ban dau, can phai danh gia do tinh khiét pic va
chong pho dé co két luan chinh xéc.
% Vé danh gid quy trinh phan tich:

Céc quy trinh phén tich nay da dugc thim dinh chat ché va cho két qua tot vé do
thich hop hé théng, d6 dic hiéu, khoang tuyén tinh, d6 lap lai, d6 ding, LOD, LOQ (va d6
6n dinh cua dung dich cic chit mau Sudan), dap ung dugc yéu cau khi kiém tra chat mau
cAm twong ung. Hon nita, cic quy trinh thiét 1dp phan tich 6 chit mau cdm chua co
phuong phép hoa hop (PR, CV va 4 chat Sudan) déu c6 gii han phat hién thap: PR 14 0,4
pg/ml (twong tng 80 pg/g mau); CV 1a 0,04 pg/ml (twong tmg 2 pg/g mau), cac Sudan
(Sudan I 14 0,23 pg/ml, Sudan II 14 0,24 pg/ml, Sudan III 14 0,25 pg/ml, Sudan IV 1a 0,24
ng/ml) cho phép phat hién cac chit bi cdm trong son, son méng, phan trang diém ¢ nong
d6 rat nho (ppm).
4.2.1.3. Vé qui trinh phdn tich phdt hi¢n va dinh lwong dong thoi 4 chét mau:

Qui trinh nay duogc cai tién tir qui trinh phan tich dong thoi MY, PO, RB cia
ASEAN va da dua thém duoc PR phan tich dong thoi voi 3 chat mau MY, PO va RB.

S Vé xir 1y mau my pham:

Dung phuong phép chiét 16ng-long giita dung moi pha mau véi n-hexan nhu qui
trinh ASEAN da dua ra khi phat hién 3 chat mau MY, PO va RB.
% Vé diéu kién phan tich sdc ky:

Pay 14 qui trinh phan tich dua trén qui trinh phan tich dong thoi MY, PO, RB cia
ASEAN, tuy nhién, di nghién ctru cu thé thoi gian, cach thic dé pha dong tua hoan toan
(dé lanh & 14-15 °C trong 72 gio trong khi ASEAN chi néu dé yén vai gio ) roi loc trudc
khi dua vao hé thong sic ky, dam bao su On dinh ctia toan hé thong trong qua trinh sic ky
va khong hai cot. Hon nita, dd dua thém dugc Pigment red 53 cing duoc phan tich dong
thoi véi 3 chat mau trong qui trinh cia ASEAN.

% Vé danh gid qui trinh:

Qui trinh di duoc danh gia kha day du cac chi tiéu vé do thich hop hé thdng (cac
pic can ddi, tach roi hoan toan véi R, nho nhat cling béng 2,2, 86 dia ly thuyét thép nhét 1a
2592). Két qua da chi ra qui trinh phan tich c6 do lap lai t6t cho ca 4 chit mau cAm (RSD
ctia thoi gian luu déu nhé hon 1%, RSD cia dién tich pic déu nho hon 2%), do diing cao
(ty 1& thu hoi tir 94,0% dén 101,5%). LOD va LOQ thap hon ASEAN nhiéu lan (MY la
100 Ian, PR 14 200 lan; PO 14 2000 lan va RB 14 0,003ug/ml) nén phuong phap c6 do nhay
t6t. Qui trinh vira dé dinh tinh (phat hién) thong qua cac chi sb: do tinh khiét pic, so sanh
thoi gian luu va chong phd cua pic nghi ngd véi pic cta chat chuan. Qui trinh ciing ding
dé dinh luong bang cach so sanh dién tich pic cta pic thu duoc tir mau thir véi pic thu
dugc tir mau chuan. Pay 12 mot loi thé 16n trong phén tich, ngoai viéc phat hién con danh
gia dugc murc do lam dung nguy hiém, thé hién sy thanh cong trong viéc trién khai va cai
tién cac qui trinh san c6 cia ASEAN.
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4.2.2. V& qui trinh dinh tinh, dinh lwong Hydroquinon
o Vé xir Iy mdu:

Sau khi khao sat trén mot sd dung moi hoa tan mau, ching t6i di lya chon duoc
hdn hop methanol - dém phosphat pH 5,5 (50 : 50) 1a dung méi tét nhat dé chiét mau,
dung dich mAu thir sach khong bi 1an nhiéu tap chét va cho pic Hydroquinon can ddi. Hon
nira, day chinh 14 pha dong trong chwong trinh sic ky dé phan tich Hydroquinon da khao
sat va lya chon duoc. (Phuong phap hoa hop ACM INO 03 [54] dung ethanol 96% dé
chiét mau)

% Vé diéu kién phan tich sdc ky:

Pa tién hanh khao sat thuc nghiém cac diéu kién sic ky do phwong phap hoa hop
ACM INO 03 dua ra. Tuy nhién, két qua thu duoc cho thdy véi nhitng dbi twong miu da
khao sat so bo, cac diéu kién cua phuong phap hoa hop chua dap ung dugc yéu ciu cho
phép phat hién chon loc Hydroquinon (do pic cta chit nay khong tach duoc khoi nén
mau). Thue té cho thiy, pha dong cuia phwong phap hoa hop ASEAN chi c6 ACN va nudc
(45 : 55) kha ning rira giai, phan tach cac chat han ché ké ca khi thay d6i cac ty 18 khac
nhau cia 2 dung moi ndy. Do d6 phai xdy dung mai hoan toan quy trinh phan tich véi cac
diéu kién sic ky khac véi phuong phap hoa hop: thay pha dong bang mot hdn hop cua
acetonitril va mdt dung dich dém phosphat pH 5,5 véi ty 1€ thich hgp. Chinh dung dich
dém nay da 1am thay doi rd rét tinh phan cuc cua pha dong, su twong tac ciia chat phan
tich véi pha dong, két qua 1a pic Hydroquinon da duoc tach hoan toan khoi pic co trong
nén mau kem boi da my pham. Tuy nhién, véi nén mau kem don gian, 4p dung quy trinh
phan tich ciia ASEAN sé& cho két qua tot, thoi gian phéan tich nhanh hon. Thuc té, Khoa
My§ pham (Vién Kiém nghiém thudc Trung wong) da thu duoc két qua tot trong céc
chuong trinh thir nghiém thanh thao phép thu “Xéc dinh ham lugng Hydroquinon trong
kem boi da” theo quy trinh phan tich cia ASEAN, trén mau cta chuong trinh giri t&i
khéng c6 cac thanh phan khac trong nén miu (khong co pic khac ngoai Hydroquinon).

% Vé danh gid qui trinh phén tich:

Nhiing két qua tham dinh (d6 dic hiéu cao, do lap lai, d6 dang tét, LOD, LOQ thap
hon so véi phuong phap cia ASEAN) da cho thdy quy trinh xay dung méi thich hop cho
viéc phat hién, dinh luong Hydroquinon trong d6i trong my pham dang kem boi da ngay
ca khi trong nén miu cé chat co thé dugc rira giai rat gan v6i Hydroquinon khi dung
chuong trinh sic ky ciia phuwong phap hoa hop ASEAN.

4.2.3. V& qui trinh dinh tinh 12 chat steroid trong kem bdi da
Ve qui trinh xir Iy mdu:

Phuong phap hoa hop ASEAN, mi s6 ACM/MAL 07 [55] dé dinh tinh 5 chat
thudc nhom steroid di dung methanol 1am dung mai chiét cac chat phan tich tir cac mau
kem boi da. Tuy nhién, qua khao sat mot so chat thudc 12 steroid nghién ctru cho pic
khong can doi, mot sé nén mau c6 nhiéu tap khi phan tich sac ky. Vi vay, dung maoi chiét
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mau dugc khao sat va hdn hop dung méi dicloromethan-methanol (9 : 1) da dugc chon dé
chiét mau bang dat trén cach thuy. Sau d6, thay vi ly tdm, chiing t6i da dé lanh trong nuéc
da 1 gio dé tha cac ta dugc, loc va boc hoi trén cach thuy téi can rdi hoa tan can trong
acetonitril - methanol - nude (20 : 30 : 30), loc. V&i cach xtr Iy mau nay, cac pic thu duoc
rat can ddi, nén mau phan tich sach (hau nhu khong thiy xuét hién cac pic phu).

Ve diéu kién sdc ky:

Giir nguyén cot sic ky (ODS 250 x 4,6 mm, Sum). Pha dong dugc chuyén tir ché
d6 gradient dung méi sang dang dong vdi ACN — nudc (48 : 52) chay. Nham bd sung
thém kha nang phan tich céc chat khac thudc nhoém glucocorticoid, mot qui trinh dinh tinh
dong thoi 12 chét steroid trong d6 co bao gom 4 chat trong phuong phap hoa hop cua
ASEAN da duogc xay dung.

Ve ddnh gia qui trinh phan tich:

Két qua danh gia vé do thich hop ctia hé théng (d6 lap lai cua thoi gian luu, dién
tich pic, h¢ s6 phan giai R, s6 dia ly thuyét), do dic hiéu va do 6n dinh ciia dung dich
dam bao yéu cau dé phan tich phat hién dong thoi cac chat ndy trong my pham dang kem
boi da. Thuc té cho théy dé dinh tinh d@)ng thoi 12 chét thudc nhom steroid, cac diéu kién
vé thiét bi, cot sac ky, pha dong (dic biét ty 1& thanh phan pha dong) phai rat 6n dinh vi
mot s pic dugce rira giai khd gan nhau. Qui trinh phén tich chay dang dong don gian va c6
thé ap dung duoc trén may phén tich chi c6 mot bom, mot kénh dung méi.

4.2.4. V& qui trinh phén tich thily ngin trong my pham dang kem va phén béi da

Céc diéu kién xir Iy mau quy dinh trong phuong phap hoa hop ASEAN mi s
ACM THA 05 [50] cho két qua tét trén khao sat thyc nghiém véi cac ddi twong nén miu
kem boi da, sita rira mat va dau g01 dau. Do d6 da ap dung nguyén ven cac diéu kién vé
tac nhan oxy hoa, lugng cin mau ctia phuong phap hoa hop ASEAN khi xiy dung
phuong phép kiém tra thily ngan trong my pham dang kem.

Vé6i cac mau phan bdi da, dd khao sat va lua chon dugc hdn hop acid sulfuric va
acid nitric ty 1& 1:1, v co hoa triét dé cac nén mau phan c6 chira nhiéu nguyén lidu tir
khoang vat. Bén canh d6, da cu thé hoa cac thong s6 cua thiét bi vé co hda miu béng Vi
song, ciing nhu bo sung thém mot giai doan xir Iy mau dé phu hop véi diéu kién thiét bi
cua don vi nghién cuu.

Quy trinh phén tich thily ngan ciia phuong phap hoa hop duoc xay dung cho thiét
bi do dong lién tuc (khong san co trong diéu kién cia co sé nghién ctu), do d6 da tién
hanh khéo sat, thiét 1ap quy trinh phan tich mdi phii hop véi thiét bi do gian doan tong
luong thily ngan. Két qua tham dinh quy trinh sau khi xdy dung cho thiy quy trinh méi
thiét 1ap dam bao vé do dic hidu, do6 dung, do lap lai, c6 khoang tuyén tinh phu hop véi
dbi twong ap dung, dong thoi co gidi han phat hién, gidi han dinh lugng hoan toan dap
g duoc yéu cau trong phuong phap hoa hop ASEAN ciing nhu yéu cau quan 1y qui dinh
tai Thong tu 06/2011/TT-BYT ngay 25/1/2011 cta BO Y té Viét Nam (Qui dinh gidi han
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thily ngan trong mau my pham cho phép 1 < 1 ppm, trong khi phuong phap chung t6i xay
dung c6 gidi han phat hién 30 ng, gii han dinh lwgng 1a 100 ng thiy ngin trong mau
phan tich twong tng v6i 0,15 ppm va 0,5 ppm trong mau m§ pham).

Tém lgi: Co thé thiy qua trinh dénh gia trén thuc nghiém 5 phuwong phap hoa hop
san c6 ctia ASEAN lién quan t&i 12 d6i twong chat cdm, chat can kiém soat ham luong ma
dé tai nghién ctru, da cho thay cac phuong phap trén di boc 16 nhiéu han ché, khong that
su kha thi trén thuc té v6i diéu kién trang thiét bi ciia don vi nghién ciru. Trong 12 dbi
tuong chat cim, chat can kiém soat ham lwong ma dé tai nghién ciru, ¢6 3 d6i tuong ap
dung duoc cac phuong phap hoa hop sin c6 cia ASEAN, con lai phai thiét lap cac quy
trinh phan tich mé&i. Tuy nhién, d3 tn dung dugc tir cac phuong phap hoa hop sin c6 mot
sO diéu kién xur Iy mau dé phan tich thuy ngan, ciing nhu dung méi chiét mau dé phat hién
Metanil yellow va Pigment orange 5. Ngoai ra, toan bd diéu kién xtr Iy mau cho cac doi
tuong nghién ciru khac, ciing nhu toan b cic quy trinh phan tich bang AAS va HPLC,
déu phai khao sat, xay dung méi cho phu hop. Nhitng quy trinh moi thiét lap da duoc
tham dinh mot cach chu ddo, dam bao vé d6 dic hiéu, do dung, d6 lap lai, dong thoi co
giéi han phat hién thap hon so v&i gidi han tuong Gmg dua ra trong phwong phép hoa hop
ctia ASEAN (trong nhimg trudng hop di co gidi han cong bd trong phuwong phap hoa
hop). ,

Nhitng han ché cua cac phuong phép hoa hgp ASEAN da bde 16 qua khao sat thuc
nghiém, cling nhu sd luong qua khiém tén ciia cic phuong phap nay so véi danh sach cac
chit cAm va cac chét bi g161 han vé néng dé va ham luong st dung cho théy viéc tiép tuc
nghién ctru thiét 1ap cac quy trinh phan tich chuan dé kiém tra, phat hién cac chit cam,
chat can kiém soat ham lugng trong my pham cho hé thong kiém nghiém m¥ pham tai
Viét Nam 13 hét strc cdp bach. Tinh thyc té, thoi su ciia yéu cau nay cang dugc khang dinh
hon thong qua két qua kiém tra sy c6 mit cta 12 ddi twong chat cdm, chat can kiém soat
ham luong ma chung t61 da thuc hién.

4.3. TOM TAT NHUNG BOI MOI TRONG TUNG QUY TRINH PHAN TiCH
4.3.1. Quy trinh phén tich ddng thoi 4 chat mau cAm trong son méi
% Vé diéu kién phan tich sdc ky:

Pay 1a qui trinh phan tich dua trén qui trinh phan tich dong thoi cia ASEAN.
Phuong phap ACM SIN 02 cia ASEAN dé phat hién 3 chat mau cam: MY, PO, RB s
dung pha dong: nude- dd TBA 0,005M (25 : 75). Thyc nghiém cho thay: Pha dong co tia
lai ké ca sau khi loc. Thoi gian dé taa trude khi loc khong duoc néu rd, chi néu “dé yén
vai gio” ma thyc té dé 6 ngay van con tia lai.

Vi vay d nghién ctiu cy thé thoi gian, cach thire dé pha dong tia hoan toan (dé
lanh & 14-15 °C trong 72 giod hodc dé yén & nhiét d6 phong 7 ngay) rdi loc trude khi dua
vao hé thong sic ky, dam bao sy 6n dinh cia toan hé théng trong qua trinh sic ky va
khong hai cot.
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Pa dua thém Pigment red 53 cung dugc phan tich dong thoi véi 3 chat mau MY,
PO va RB.

% Vé danh gid qui trinh:

Qui trinh d4 duoc danh gia kha day du cac chi tiéu vé do thich hop hé thong (cac
pic can ddi, tach roi hoan toan véi Ry nho nhit ciing bang 2.2, s6 dia 1y thuyét thip nhat 1a
2592). Két qua da chi ra qui trinh phan tich c6 do lap lai t6t cho ca 4 chit mau cAm (RSD
ctia thoi gian lvu déu nho hon 1%, RSD cua dién tich pic déu nho hon 2%), 46 ding cao
(ty 1& thu hoi tir 94,0% dén 101,5%).

LOD va LOQ thap hon ASEAN nhiéu lan (MY 1a 100 lan, RB 1a 200 lan; PO la
2000 lan va PR 1a 0,003 pg/ml: Khong c6 chat nay trong quy trinh cia ASEAN) nén
phuong phép c6 do nhay tt.

Qui trinh vira dé dinh tinh (phat hién) thong qua cac chi sd: do tinh khiét pic, so
sanh thoi gian luu va chong phd cia pic nghi ngd véi pic cta chit chuan. Qui trinh ciing
c6 thé dinh luong bang cach so sanh dién tich pic cua pic thu dugc tir mau thir v6i pic thu
dugc tir mau chuan. Pay 12 mot 1oi thé 16n trong phén tich, ngoai viéc phat hién con danh
gia dugc muc do lam dung nguy hiém, thé hién sy thanh cong trong viéc trién khai va cai
tién cac qui trinh san c6 cia ASEAN.

4.3.2. Quy trinh phat hién, dinh lwong dong thoi 4 chat Sudan
< Vé xir 1y mdu va diéu kién sdc ky:

Sau khi khao sat trén mot s6 dung mdi hoa tan mau, hdn hop methanol — ethyl
acetat (1:1) da duoc lya chon. H¢ dung moi methanol - ethyl acetat (1:1) 1a h¢ ma nhém
chat Sudan tan rat t6t, dung dich mau thir sach khong bi 1an nhiéu tap chét, qui trinh chiét
don gian, dé dang. Hé dung méi nay cé ethyl acetat nén khong can dung chat THF dé
phan tin mau son dang sap hay son mong. Pay ciing 1a dung mdi ma cac tic gia [46]
nghién ctru 3 nam sau dung lai (ndm 2010) dé hoa tan cac sudan trong can thu dugc sau
khi chiét mau my pham va thyc pham bang aceton.

Qui trinh phan tich dong thoi 4 chat Sudan véi cac diéu kién phan tich don gian, dé
thuc hién, dung méi hoa chat dé kiém 1a mot loi thé cho ngudi 1am phan tich, dé dang ap
dung & cac don vi c6 may HPLC véi detector PDA. Piéu kién phan tich bao gom: cot C18
(250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex hoidc Apollo), pha dong: methanol - nudc (95:5), toc
d6 dong: 1,0 ml/phut, thé tich tiém: 20 pl, diéu kién detector PDA: quét pho trong dai
300-900 nm, 14y sic d6 tai 488 nm.

% Vé danh gid quy trinh phan tich:

- Quy trinh phén tich nay dd dugc thim dinh chit ché va cho két qua tot vé do
thich hop hé thdng, do dic hiéu, khoang tuyén tinh, do lap lai, d6 dung, LOD, LOQ va d6
6n dinh cua dung dich cac chit mau Sudan

- Co gioi han phat hién thép: Sudan I 14 0,23 pg/ml, Sudan II 1a 0,24 pg/ml, Sudan
III 14 0,25 pg/ml, Sudan IV 1 0,24 pg/ml cho phép phat hién cac chéat bi cAm trong son,
son moéng, phan trang diém & néng do rat nho (ppm).
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4.3.3. Quy trinh phat hién dong thoi 12 chat steroid trong kem boi da
Ve qui trinh xit Iy mau va diéu kién sdc ky:

Phuong phap hoa hgp ASEAN, ma s6 ACM/MAL 07 dé dinh tinh 5 chat thudc
nhom steroid d3 dung methanol 1am dung moi chiét cac chat phan tich tir cac miu kem boi
da. Tuy nhién, qua khao sat mot sé chat thudc 12 steroid nghién ciru cho pic khong can
d6i, mot s6 nén mau co6 nhiéu tap khi phan tich sac ky. Vi vay, chiing t6i dd chon hdn hop
dung moéi dicloromethan-methanol (9 : 1) dé chiét miu phdi hop 1am néng bang cach
thity. Tiép theo, thay vi ly tdim, hdn hop duogc dé lanh trong nudc da 1 gio dé tua céc ta
duoc, loc va boc hoi trén cach thily téi can roi hoa tan can trong acetonitril - methanol -
nude (20 : 30 : 30), loc. Véi cach xir Iy mau nay, cac pic thu duoc rat can ddi, nén mau
phan tich sach (hau nhu khong thiy xuét hién cac pic phu).

Giir nguyén diéu kién vé cot sic ky cia ASEAN (ODS 250 x 4,6 mm, 5pm). Pha dong 1a
ACN - nudc (48:52) ché do dang dong thay cho gradient dung méi trong phwong phap
ASEAN.

Nghién ctru bd sung thém cac chit khac thudc nhém glucocorticoid, di xay dung
dugc qui trinh dinh tinh dong thoi 12 chét steroid trong d6 co bao gom 4 chat trong
phuong phép cia ASEAN.

Ve ddnh gia qui trinh phan tich:

Két qua danh gia vé do thich hop ctia hé thong (do lip lai cua thoi gian luu, dién
tich pic, hé s6 phan giai R, s6 dia ly thuyét), do dic hiu va d6 6n dinh cua dung dich dam
bao yéu cau dé phan tich phat hién dong thoi cac chat nay trong my pham dang kem boi
da. Thuc té cho thdy dé dinh tinh dong thoi 12 chat thudc nhom steroid, cac diéu kién vé
thiét bi, cot sac ky, pha dong (dic biét ty 1é thanh phan pha dong) phai rat 6n dinh vi mot
sO pic dugc rira giai kha gan nhau. Qui trinh phén tich chay dang dong don gian va c6 thé
ap dung duoc trén may phan tich chi c6 mdt bom, mot kénh dung mai.

4.3.4. Quy trinh phén tich thity ngin trong my pham dang kem va phan béi da

Véi cac mau phén boi da, di khao sat va lya chon duoc hon hop acid sulfuric va
acid nitric ty 1& 1:1, v co hoa triét dé cac nén mau phan c6 chira nhiéu nguyén lidu tir
khoang vat. Bén canh d6, dd cu thé hoa cac thong sb cua thiét bi vé co hda mau bang vi
song, ciing nhu bo sung thém mot giai doan xir Iy miu (giai doan thém dung dich
KMnO,) dé phu hop véi diéu kién thiét bi ciia don vi nghién ciru.

Quy trinh phén tich thily ngan ciia phuong phap hoa hop duoc xay dung cho thiét
bi do dong lién tuc (khong san co trong diéu kién cia co sé nghién ctiu), do d6 da tién
hanh khéo sat, thiét 1ap quy trinh phan tich mdi phii hop véi thiét bi do gian doan tong
luong thuy ngan cho 2 ddi tuong 14 kem va phéan boi da.

Két qua tham dinh quy trinh sau khi xdy dung cho thay quy trinh m&i thiét 1ap dam
bao vé d6 dic hiéu, do dung, do lap lai, c6 khoang tuyén tinh phu hop véi ddi twong ap
dung, dong thoi co gidi han phat hién, gidi han dinh lugng hoan toan dap tng duoc yéu
cau trong phuwong phiap ASEAN ciing nhu yéu cau quan 1y qui dinh tai Thong tu
06/2011/TT-BYT ngay 25/1/2011 ctia Bo Y té Viét Nam (Gidi han thily ngan trong mau
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my pham cho phép 1a < 1 ppm, trong khi phuong phap chung t6i xay dung c6 gidi han
phét hién 30 ng, giéi han dinh lugng 1a 100 ng thuy ngan trong mau phén tich twong tng
v6i 0,15 ppm va 0,5 ppm trong mau m¥ pham).

4.3.5. V& qui trinh dinh tinh, dinh lwong Hydroquinon

< Vé xir 1y mdu va diéu kién sdc ky:

Khao sat trén mot sé dung moi hoa tan miu cho thdy hdn hgp methanol - dém
phosphat pH 5,5 (50 : 50) 1a dung moéi tot nhat dé chiét mau, dung dich miu thir sach
khong bi 1an nhiéu tap chat va cho pic Hydroquinon can ddi. Hon nita, ddy chinh 1a pha
dong trong chuong trinh sic ky dé phan tich Hydroquinon di khao sat va lwa chon duoc.
Phuong phap hoa hop ACM INO 03 dung ethanol 96% dé chiét mau.

Ap dung diéu kién sic ky do phuong phap ACM INO 03 dua ra voi mot s6 dbi
tuong mau trén thue té, két qua thu duoc chua dap tmg duoc yéu cau cho viée phat hién
chon loc Hydroquinon do pic ctia chat nay khong tach duoc khéi pic ciia chat chua biét co
san trong nén miu. Thyc té cho thiy, pha dong ctia phuong phap ASEAN chi c6 ACN va
nude (45 : 55) nén kha ning ria giai, phan tach cac chat han ché ké ca khi thay d6i cac ty
1¢ khac nhau ciia 2 dung méi nay. Thay pha dong bang mot hdn hop cia acetonitril va
dung dich dém phosphat pH 5,5 (50 : 50) d4 giai quyét dugc yéu cau. Sy c6 mit cua dung
dich dém da lam thay d6i 16 rét tinh phan cuc cta pha dong, su twong tac clia chat phan
tich véi pha dong, két qua 1a pic Hydroquinon da duoc tach hoan toan khoi pic c6 trong
nén mau kem bdi da my pham.

Tuy nhién, véi nén miu kem don gian, 4p dung quy trinh phéan tich cia ASEAN
cling van cho két qua tét, thoi gian phan tich nhanh hon. Thyc té, Khoa My pham (Vién
Kiém nghiém thudc Trung wong) di thu duoc két qua tét trong cac chwong trinh thir
nghiém thanh thao phép thtr “Xéac dinh ham lugng Hydroquinon trong kem boi da” theo
quy trinh phan tich cia ASEAN va quy trinh phan tich nay trén mau ctia chwong trinh giri
toi.

% Vé danh gid qui trinh phén tich:

Nhitng két qua tham dinh vé d6 dic hiéu cao, d6 lap lai, d6 dung tot, LOD va LOQ
(thap hon so véi phuong phap cia ASEAN) da cho thay quy trinh x4y dung méi thich hop
cho viéc phat hién, dinh lwong Hydroquinon trong ddi twong my pham dang kem bbi da
ngay ca khi trong nén mau c6 chat co thé dugc rira giai rat gan v6i Hydroquinon ma khi
dung chuong trinh sic ky ctiia phuong phap hoa hop ASEAN khong tach duoc hoan toan.
4.3.6. V& 5 quy trinh phén tich tirng chat mau riéng biét con lai
Ve xik Iy mdu:

Luya chon dung moéi chiét mau: chi c6 MY va PO 1a dung hon hop dung méi chiét
gidng phuong phap cia ASEAN (Dimethylformamid - acid phosphoric (95:5)) . Cac chat
mau con lai phai khao sat thuc nghiém dé lua chon. Cu thé véi cac chat mau nhu sau: RB
la ACN - nuédce (1:1), PR 1a dimethylsulfoxid, CV la ACN - THF - dd dém amoniac pH
9,5-10,0 (2:3:5). Cac dung mdi chon lwa dugce déu hoa tan t6t chat can phén tich, dich
chiét mau thir sach, pic thu dugc can dbi.
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V6i cac mau son thoi, son mong (dang sap, thé chat rat quanh), dung mot luong
nho tetrahydrofuran hay dimethylformamid dé phan tan mau roi chiét thay cho chiét 2 pha
long - long (n-hexan va dung moi chiét mau nhu ASEAN) ciing cho két qua tuong ung
nhung cach 1am don gian va nhanh hon (vi khong can chuyén vao binh gan va cho phan
ldp).\ N ,

e Ve dieu kién sac ky:

Céc qui trinh dé phan tich rieng MY, PO, PR déu dung mét loai cot sic ky C18,
cing mot thanh phan pha dong 12 hon hop methanol - dd dém pH 6,2, chi khic vé ty 18
thanh phan pha dong va budc song lay sac ky d6. Pay 1a mot thuan loi trong thuc té vi chi
thay d6i nho 13 c¢6 thé phan tich duoc ca 3 chat mau véi cot sic ky thong dung, cac dung
moi dé kiém, cach chuan bi pha dong don gian.

Tuong tu, chi thay d6i vé budc song phan tich c6 thé phan tich duoc 2 chat RB
(550nm) va CV (590nm) véi cung pha dong 1a hoén hgp: ACN — THF - dd dém pH 9,0
(2:3:5)bang cot C18.

4.4. VE KHA NANG AP DUNG CUA CAC QUI TRINH

Trong hon 3 nim vira xdy dung cac qui trinh, vira ap dung kiém tra 12 chat va
nhom chéat cdm hay bi gidi han vé ham luong st dung di nghién ctu, trén hon 230 luot
mau my pham da dugc kiém tra. Két qua cho thay trén nhiéu nén mau my pham khac
nhau ciia 6 dang san pham nghién ciru (son moi, phan boi da, phdn mat, kem boi da, dau
g0i dau, sita rira mit), cac chat cAm dd dugc phat hién ngay ca khi ¢ nong do nho. Cac qui
trinh phan tich kha 6n dinh, c6 thé ding cac cot phan tich c¢6 cung ban chat pha tinh, kich
thudc hat cua cac hang khac nhau va tién hanh phan tich & nhiét do phong (25 °C-30 °C).

Ngoai viéc kiém tra tinh thich hop cua hé thong, do lap lai trong mdi 1an phan tich,
dé khang dinh tinh chic chan, ¢ thé thém luong chuan di biét vao nén mau nghi ngo dé
phan tich danh gia (nhu danh gia d6 dung). Pay ciing 13 mot yéu cau trong kiém tra danh
gia tinh 6n dinh, kha thi cta cac qui trinh phén tich theo tiéu chuan ISO 17025 (danh gia
thuong xuyén).

Céc qui trinh phan tich HPLC da xay dung déu c6 cac diéu kién xir Iy mau, phan
tich sac ky khong qua phtic tap, cot phan tich 1a loai phd bién, dung moi thong dung,
khoéng qua dit, dé dang ap dung duoc & cac co s c6 may phan tich HPLC. Tuy nhién, doi
hoi nguoi lam phan tich phai duge dao tao vé 1y thuyét va thyc hanh vé phuong phap
HPLC, cach doc két qua...

Céc qui trinh phan tich AAS doi hoi thiét bi kha dat tién, dung moi hoa chit c6 do
tinh khiét rat cao, moi truong, dung cu phan tich dat do sach cao, nguoi lam phan tich can
dugc ddo tao cong phu. Cac diéu kién phén tich cua hai qui trinh phan tich As, Pb cua
ASEAN 1a phu hop, nén luan an chi cu thé hoa cac thong s6 may phan tich, hoan toan co
thé ap dung tai cac co sé phan tich c6 may AAS va thuc hién boi cdn by duoc dao tao.
Thuyc té véi gi6i han kha cao cta chi va arsen (khong qua 20 ppm va 5 ppm) theo qui dinh
tai thong tu 06/2011/TT-BYT caa BO Y té, co thé 1am bang phuong phap héa hoc, tuy
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nhién can khao sat lya chon diéu kién v6 co hoa phu hop dé rit ngin thoi gian vo co hoa
mau bang phuong phap dbt va chi nén 4p dung phuong phap nay mang tinh sang loc,véi
nhirg mau ma nén mau c¢6 mau sau khi vo co hda, can chuyén sang phuong phap AAS dé
dam bao c6 két qua chinh x4c . Riéng v6i qui trinh phan tich thiy ngan mai thiét 1ap hoan
toan phu hop va dap tng kip thoi cho cong tac kiém tra chat lwong hau mai my pham tai
Vién Kiém nghiém thudc Trung wong va cac don vi c6 thiét bi AAS v6i bo phan tich thuy
ngan do tong luong, gian doan.

4.5. VE TINH HINH NHIEM CAC CHAT CAM TRONG MY PHAM

Trong hon 230 lugt mdu my pham thudc 6 nhom san pham khac nhau, cé ti 30
lwgt mau, chiém 13,04% sb luot mau khao sat, bi phat hién c6 chira mdt trong cac chét
kiém tra.

Trong s6 6 chat va nhom chat mau cidm kiém tra dd c6 4 chat va nhom chat mau
cam phat hién duoc (trir Hydroquinon va Pigment orange 5)

Phat hién thiy 2 trong 3 chat va nhém chat c6 tac dung dugc Iy ma bi cam, dic biét
la nhém steroid.

Trong s cac nguyén té doc kiém tra (As, Pb, Hg), c6 nhiéu mau bi nhiém thuy
ngan, dic biét c6 mau thuy ngan vuot qua giéi han cho phép 30 lan.

Nhiing két qua nay it nhiéu da cho thiy sy bat cap trong viéc kiém soat cac chi tiéu
an toan cia my pham cling nhu cac nguy co tiém an véi stic khoe ngudi str dung tir céc
mat hang my pham dang luu hanh.

Str dung phuong phép sic ky 1ong pha dao vdi detector PDA dé xac dinh cac chat
mau nhom Sudan trong son moi v6i 25 mau son khac nhau phat hién 9 mau c6 Sudan
trong d6 c6 8 mau co chira Sudan I, 4 miu c6 chira Sudan IV va 3 miu c6 ca Sudan I va
Sudan IV (nam 2007).

Trong 20 mAu son va phan (14 son moi va 6 phan ma) kiém tra c6 6 mau cé chira
Pigment red 53 (4 son, 2 phan) ddc biét c6 mau ham lugng 1én dén trén 4%.

Trong 6 mau son moi va 8 mau son méng tay c6 1 mau son mong tay co chira
Metanil yellow v&i ham luong 28,33 mg/g.

Trong 6 mau phan, 5 miu son méng, 3 mau son nudc, 4 mau son thoi c6 2 mau son
moéng va 1 mau son nudc ¢ chira Rhodamin B, dic biét mau son nudc ham luong 1én dén
20 mg/g.

Trong cic miu kem bodi da da co téi 2 mau cé chira thity ngan véi ham lugng 1,4
ppm va 29,9 ppm cao hon murc cho phép (1ppm) tir 1,5-30 lan,

Ciing bang sic ky 10ng pha dao voi detector PDA dé xac dinh Tretinoin trong kem
boi da 4p dung voi 18 mau kem bdi da khao sat c6 2 miu cé chira Tretioin.

Nhitng két qua nghién ctru ban dau cho thiy nguy co lam dung cac chat cAm trong
m¥ pham 1a rat tiém tang. Cac chat bi cAm d4 bi lam dung rat da dang.
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Céc con s6 trén moi chi 12 so bg, can lam thém cac kiém nghiém trén sb lugng miu
du 16n, dién 14y mau rong hon dé co két luan chinh xac. Viéc nghién ctru dugce tién hanh
két hop v6i muyc dich kiém tra chat lugng my pham c6 tinh chat thuong xuyén.

4.6. VE NHUNG DONG GOP CUA LUAN AN
4.6.1. V& xdy dung va thim dinh cic qui trinh phan tich

Pay 1a nghién ctru dau tién ¢ Viét Nam duoc thyc hién mot cach co hé thong dé
thiét 1ap cac quy trinh phan tich chuan cho viéc kiém tra 12 chat va nhom chat bi cim va
can kiém soat gi¢i han ham luong trong m¥y pham theo quy dinh cta Hiép dinh hoa hop
quan Iy my pham ASEAN. Nhimg két qua nghién ctru cua dé tai c6 y nghia thuc tién, tinh
thoi sy cao. Cac quy trinh phén tich chuan dugc thiét 1ap tir két qua ciia dé tai nay da duoc
thim dinh chu ddo dé chimg minh vé su phu hop, do tin cay khi 4p dung phat hién chat
cAm trén my pham, gop phan ning cao kha ning k¥ thuat ctia hé thong kiém nghiém giam
sat chat luong my pham. Céc quy trinh phén tich chuan duoc thiét 1ap hudng téi hoa hop
vé mit k¥ thuat v6i toan khdéi ASEAN, nén qué trinh nghién ctru da ludn bam sat cac
phuong phap hoa hop san co ciia ASEAN. Trong mdt s trudng hop, do chua c6 phuong
phéap hoa hop hay cac diéu kién cua phuong phap hoa hop to ra chua phu hop sau qua
trinh khao sat so b, tac gia da phai tién hanh thiét 1ap méi hodc thay doi cac diéu kién
phan tich cho phi hop voi ddi tugng mau my pham can kiém tra ciing nhu diéu kién trang
thiét bi hién co.

Tur két qua nghién ciru thuc nghiém, da xay dung dugc 13 quy trinh phéan tich
chuan, trong d6 10 qui trinh méi thiét 1ap va 3 qui trinh 4p dung, tham dinh lai cua
ASEAN. P4 ban hanh chinh thirc 11 quy trinh phan tich va dang xem xét ban hanh tiép 02
quy trinh méi thim dinh va bién soan (san pham cia dé tai) dé 4p dung tai Vién Kiém
nghiém Thudc Trung wong, phd bién tdi cac trung tim kiém nghiém Thudc va m§ pham
ctia cac tinh, thanh. Cac ma sd tai liéu qui dinh dugc néu ¢ phu luc II1, tai liéu dugc luu
gitr tai Vién Kiém nghi¢m thudc Trung vong.

4.6.2. V& dao tao chuyén mén ky thuat

- Qua trinh thyc hién dé tai da giup cac kiém nghiém vién tham gia ning cao ning
luc chuyén mon, 1am cha cac phuong tién k¥ thuat, trang thiét bi can thiét dé kiém tra phat
hién cac chat cAm trong my pham.

- Nhitng quy trinh phan tich chuan dugc xay dyng 1a nhitng tai liéu tham khao
quan trong vé mit chuyén mon da dugc xay dung, tham dinh chat ch& trong diéu kién
trang thiét bi ctia Viét Nam, bd sung cho cac phuong phap hoa hop ASEAN da cong bé.
Nhitng quy trinh nay c6 thé a4p dung rong rdi tai cac trung tdm kiém nghiém my pham
thuoc hé thong quan 1y ciing nhu doanh nghiép san xuat, kinh doanh my pham dé gop
phan kiém tra mirc do an toan ciia cac san phdm m¥y pham. Nam 2012, di dao tao cho 76
hoc vién tir 30 trung tdm Kiém nghiém phia Bac vé k¥ thuat phat hién cac chat mau cam,
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phuong phap xéac dinh gidi han chi, arsen va ndm 2013, da dao tao cho 30 hoc vién tr 16
trung tam Kiém nghiém vé quy trinh phan tich céc corticoid.
4.6.3. V& danh gia thyc trang tinh hinh chat lwong my pham
bay la 14n dau tién mot khao sat thuc té duge tién hanh dé danh gia sy c6 mat cua
nhiéu ddi tuong chit cdm (bao gdm: 6 chit mau va nhom chat mau (Metanil yellow,
Rhodamin B, Pigment red 53, Pigment orange 5, Crystal violet va cac Sudan), 3 chat c6
tac dung duoc 1y bi cdm hay c6 giéi han vé ham luong sir dung (Tretinoin, céc steroid,
Hydroquinon) va cac kim loai nang (As, Pb, Hg) v6i hon 230 luot mau m§ pham thudc 6
nhom san phém khac nhau (son, son mong, phén, kem béi da, sira rira mat, va dau 201
dau). Trong d6 da phat hién duoc:
- 1 mau son méng c6 Metanil yellow.
- 9 mau son c¢6 Sudan
- 3 mau son mong c6 Rhodamin B.
- 7 mau son, 2 mau phan ma c6 Pigment red 53 (trén tong s6 35 mau kiém tra),
- 1 mau phan mit c6 Crystal violet.
- 2 mau kem béi da c6 ham luong thuy ngan vuot qué gii han cho phép theo phuong
phéap hoa hgp cua ASEAN.
- 3 méu c6 corticoid (trong 15 mau kiém tra).
-2 mau c6 Tretinoin
Két qua nay cho thay thuc trang chat lvong my pham luu hanh trén thi trudng Viét
Nam, nhat 1a cac chi tiéu an toan, con nhiéu bat cép (tinh trung binh miu c6 nhiém chat
cdm chiém khoang 13%, riéng nhém céc san pham c6 mau nhu son, son méng, phan trang
diém hay nhoém san pham kem boi da ty 1é nhiém cac chat mau cam hay cac corticoid kha
cao (30%), can duoc luu tim quan 1y mot cach sat sao hon nita dé dam bao an toan cho
nguoi st dung.
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Chwong V
KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

Trong qué trinh thyc nghiém, dé huodng to1 hoa hop trong toan khéi ASEAN, luan
an ludn tién hanh bam sat cdc phuong phép hoa hop ASEAN tuong Ung sin co, giai quyét
nhiing vin dé con bat cap, tim toi, khao sat dé dua ra cac phuong phap méi hodc phu hop
hon. Luan an d3 hoan thanh cac muc tiéu dé ra va thu dugc cac két qua sau:

1. Pa tham dinh chuyén giao thanh cong 3 phuong phap hoa hop ciia ASEAN dé
phat hién va dinh luong chi, arsen va Tretinoin. Két qua di dua ra dugc cac thong sd phan
tich cu thé vé diéu kién xtr Iy mau, thong s6 thiét bi phan tich. Két qua ciing chi ra rang
cac phuong phap hoa hop nay hoan toan phu hop va trién khai dugc tai Viét Nam voi cac
trang thiét bi sin co va cic can bo duoc ddo tao vé phuong phap phan tich HPLC va
quang pho hap thy nguyén tir AAS.

2. bi xay dung duoc 10 quy trinh phén tich, trong d6 ¢6 3 quy trinh phan tich dong
thoi va 7 quy trinh phan tich timg chat riéng biét, cu thé nhu sau:

- Quy trinh phén tich phat hién, dinh luong dong thoi 4 chat mau bi cam (Metanil
yellow, Rhodamin B, Pigment red 53, Pigment orange 5) trong son mdi va son mong bang
phuong phap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phan tich phat hi¢n, dinh lugng déng thoi 4 chit mau thudéc nhoém
Sudan (Sudan 1, II, III, IV) trong son moi va son méng bang phuong phap HPLC véi
detector PDA.

- Quy trinh phén tich phéat hién dong thoi 12 chat mau bi cAm thudc nhom steroid
trong kem boi da bang phuong phap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phan tich phat hién, dinh luong chdt mau Metanil yellow trong son
moi, son moéng bang phuong phap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phan tich phat hién, dinh luong chat mau Rhodamin B trong son moi,
son mong, phan mat, phan ma bang phwong phap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phan tich phét hién, dinh luong chit mau Pigment red 53 trong son
moi, son moéng, phan ma bang phuong phap HPLC voi detector PDA.

- Quy trinh phan tich phat hién, dinh luong chat mau Pigment orange 5 trong son
moi, son méng bang phuong phap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phan tich phat hién, dinh luong chat mau Crystal violet trong son moi,
son mong bang phuong phap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phan tich dé phat hién, dinh lvong Hydroquinon trong kem boi da bang
phuong phéap HPLC véi detector PDA.

- Quy trinh phéan tich phat hién, dinh lugng thiy ngan trong kem boi da, siia rira
mat, dau goi dau, phan trang diém bang phuong phap AAS véi k¥ thuat hoa hoi lanh.

Nhiing quy trinh nay déu da duoc danh gia vé do thich hop hé thong sic ky, do dic
hiéu, d6 dung, do lap lai, gidi han phat hién, dinh luong, khoang tuyén tinh. Két qua danh
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gia phuong phép cho théy cac phuong phap c6 do dac hi¢u cao, do lap lai va do dung dat
yéu cau, dam bao phu hop véi viée ap dung kiém tra chit cam, chit can kiém soat ham
luong trong my pham & mirc ndng do nho.

Gi6i han phat hién cta cac quy trinh duoc thiét 1ap déu dap ung duoc yéu cau vé
giéi han phat hién dua ra trong cac phuong phap hoa hop hién c6 cia ASEAN. Mot s6
phuong phap phan tich co6 do nhay tot hon so v&i phuong phap phan tich chat cAm tuong
mg ma ASEAN d3 dua ra nhiéu lan.

11/13 quy trinh phan tich da dugc tham dinh, phé duyét va ap dung thyc té dé kiém
tra cac chat cAm mot cach kip thoi, phuc vu cho cong tac quan 1y chat lwong my pham, 2
quy trinh dang cho phé duyét.

3. Pa ap dung cac qui trinh x4y dung duoc dé kiém tra 12 chat va nhom chat twong
mg trén hon 230 luot mau my pham, d phat hién thay khoang 13% s6 my pham bi
nhiém cac chit cdm hay c6 gidi han vé ham luong nhu: Metanil yellow, Rhodamin B,
Pigment red 53, Crystal violet, cac Sudan, thuy ngan, chi, mot sb corticoid. Pic biét co
nhitng mau my pham c6 chua thily ngan va Pigment red 53 nhiéu hon gidi han cho phép
rat nhiéu lan.

4. Pa gbp phan vao cong tac dao tao k¥ thuat cho hé thong kiém nghiém trong
kiém tra chat luong m¥ pham.

KIEN NGHI

- Can chu trong nang cao ning lyc cho hé thong kiém nghiém (ting cuong trang
thiét bi, dung méi, hoa chét, chét chuéln...), nang cao nhan thirc cho cac vién chic lam
kiém nghiém m¥y pham va quan 1y thi truong.

- Song song Véi trién khai cic phuong phap hoa hop da duge thim dinh can trién
khai nhiéu phwong phap méi, don gian nhung du do tin cay dé co thé ap dung duoc o tat
ca cac Trung tam kiém nghiém cic tinh thanh nham trién khai cong tac kiém tra giam sat
chat luong my pham mot cach kip thoi trén toan qubc va dép Gmg yéu cau kiém nghiém
my pham trong nudc va khu vuc, gop phan bo sung cac phuong phap hoa hop khu vuc
(vi danh sach cac chit bi cAm hay giéi han ham luong trong m§ pham 1 rat 16n).

- Can thiét phai tang cudng kiém tra giam sat hiu mai cdc nhom chat cdm, chat co
giéi han vé nong do, ham lugng st dung trong m§ pham dam bao an toan cho ngudi sir
dung, gop phan vao cong tac quan 1y chat luong my pham ngay cang doi hoi cao hon va
pht hop vé6i xu huéng hoi nhap qudc té.

- Bén canh d6 mo rong kénh dé thu thap thong tin vé phan tng c6 hai cia my
pham bén canh nhimg phan tng c¢6 hai cta thudc. Trén co s& d6 bod sung thém cac d6i
tuong chat cam can nghién ciru. Trude mat tap trung vao nhimng hop chat ¢6 nguy co bi
lam dung cao.
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PHU LUC 4

Két qua kiém tra ham lugng chi trong mét s6
mau m¥ pham



Két qua kiém tra ham hrong chi trong mét s6 my phim

STT Tén ma Két qua dinh
én mau
luong (ppm)

PB06 | Son méi Maybeline Color sensational 1,0
PB07 | Phan Avon pressed povider 1,0
PB08 | Phan Lacvert Essance whitening two way cake 0,6
PB09 | Phan arocia whitening part Il 2,8
PB10 | Loreal Paris color riche nutri shine 38
PB11 | Maybeline baby lip SPF 20 lip balm 2,6
PBI12 | Maybeline lip smooth color bloom 1,5
PB13 | Maybeline water shiny diamond 3,6
PB14 | Maybeline fruity jelly 1,5
PB15 | Maybeline lip smooth color care refreshing tinted lip balm 4,5
PB16 | Maybeline color sensational moisture extreme lip color 2,2
PB17 | Phan nén Givenchy Matissime 1.4
PBI18 | Son mdi mém min Givenchy Rouge Interdit 17 -

PB19 | Son mdi mém min Givenchy Rouge Interdit 21 0,8
PB20 | Son méi mém min Givenchy Rouge Interdit 08 1.4
PB21 | Son méi mém min Givenchy Rouge Interdit 16 1,5
PB22 | Son méi mém min Givenchy Rouge Interdit 20 0,4
PB23 | Son méi mém min Givenchy Rouge Interdit 09 1,9
PB24 | Phan trang diém Eveline 21 6,0
PB25 | Phan mat 5 mau anh kim cuong WN-1 9,0
PB26 | Son 4nh kim cwong dudng am -

PB27 | Phan ma hong chéng dau Clear Smooth 0,2
PB28 | Dau goi tri gau Head & Shoulders -

PB29 | Dau goi phuc hoi toc Total repair 1,2
PB30 | Phan trang diém tat ca trong m¢t Clear Smooth 3,1
PB31 | Son méng Odbo 0,7
PB32 | Son Shiseido 1,3
PB33 | Lip Gloss 0,2
PB34 | Phan trang diém sdng da 5 in 1 24
PB35 | Phan mat Pochea 33
PB36 | Son mbi pink magie 0,3
PB37 | Phan mat Rihao 1,6
PB38 | Phan trang diém Pond's 1,0
PB39 | Phan trang diém Pond's white beauty 3,8
PB40 | Phan phu nén lovely 0,2

(-) la khong phat hién dwoc




PHU LUC 5

-Danh muc cac quy trinh k¥ thuat



Ky hiéu: VKN/TQKT-MP/22
BO Y TE Trang: 1/ 16
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh ldn:
Ngay ban hanh:
Co quan ban hanh:
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

THUONG QUY KY THUAT

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

MUC PICH
Mo ta qua trinh cac budc tién hanh dé xac dinh dong thoi 4 chit mau bi cdm Metanil yellow, Rhodamin B,
Pigment red 53, Pigment orange 5 trong son méi bang sic ky long hiéu ning cao véi detector PDA.

PHAM VI AP DUNG

Puoc ap dung trong Vién Kiém nghi¢m thudc | Pugc ap dung dé xac dinh dff)ng thoi 4 chat mau bi
TW bdi nhitng can bd da duogc dao tao cam Metanil yellow, Rhodamin B, Pigment red 53,
Pigment orange 5 trong son moi

TAI LIEU THAM KHAO

1.Pam bao chat lwong thude va mot sé phuong phéap kiém nghiém thude.

2.Hiép dinh hé thong hoa hgp ASEAN trong quan 1y my pham.

3.Identification of prohibited colorants in cosmetic products by TLC and HPLC, phuong phéap hoa
hop ctia ASEAN (mi s6 ACM SIN 02).

NGUOI BIEN SOAN  Truéng khoa N[0T YR
Ths. LE THI HUONG HOA Ky tén:

NGUOI THAM XET  Phé Vién truong ~ NOAY:..oooveeveeeeeeererrnens

TS. TRAN VIET HUNG Ky tén:
NGUOI PHE DUYET  Vién truéng N[0T Y
TS.POAN CAO SON Ky tén va dong dau:

SO BAN: BAN SO: NGUOI GIU: NGAY NHAN:




Ky hiéu: VKN/TOKT-MP/22
) ~ BOYTE ) Trang: 2/ 16

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh lan:

Ngay ban hanh:

Co quan ban hanh:

——— THUONG QUY KY THUAT VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

NOI DUNG
1.Nguyén ly cia phwong phap:
a)Metanil yellow (MY)

Tén khac: Tropaeolin G, Acid Yellow 36
Ma: CI 13065

Cong thure phan tir: C1sH14N303SNa.
Khéi luong phan tir: 375,391

Tén khoa hoc: 3-(4-Anilinophenylazo)benzenesulfonic acid sodium salt

b)Rhodamin B (RB)

Tén khac: Rhodamine 610, CI pigment Violet 1, Basic Violet 10

Ma mau: CI 145170 [55]

Tén khoa hoc: [9-(2-carboxyphenyl)-6-diethylamino-3-xanthenylidene]-diethylammonium
chloride

Cong thuc phén tu: CasH31N203Cl

Khéi lugng phan tir: 479,02 .

O COOH
O \
NN
HeC~ N 0 SN CH,

p oL

HsC CHs
c) Pigment red 53 (PR53)

Tén khac: Pigment Red 53:1, Pigment Red SBK800, Bronze Red C-P
CAS No.: 5160-02-1




Ky hiéu: VKN/TOKT-MP/22
) ~ BOYTE ) Trang: 3/ 16

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh lan:

Ngay ban hanh:

Co quan ban hanh:
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

NIDQC THUONG QUY KY THUAT

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

Ma mau ClI: 15585

[Ba]f; 'O\Sé%
Nsy,
CH3

Tén khoa hoc: barium bis [2 - chloro - 5 - [(hydroxy -1- naphthyl) azo] toluene - 4 -
sulphonate]

Cong thirc phan tir: CaaH24C12N40sS:Ba, ¢6 thé c6 dang mubi Natri

Khéi lugng phan tir: 888,98.

d) Rhodamin B (RB)

Tén khac: Rhodamine 610, ClI pigment Violet 1, Basic Violet 10

Ma mau: CI 145170 [55]

Tén khoa hoc: [9-(2-carboxyphenyl)-6-diethylamino-3-xanthenylidene]-diethylammonium

chloride

O COOH
206
™
HsC~ N 0 N*~ “CH
J cr S

HsC CHs
Cong thac phan ti: CogH31N203Cl
Khéi lwong phan ti: 479,02 .

Nguyen ly cua phuong phap Céac chat mau (MY, RB, PR53, POS5) duoc chiét ra khoi
nén mau bang hon hop dung mé6i N-N dimethyl formamid - acid phosphorlc (95:5) bang
phuong phap chiét 1ong — long véi n- hexan. Sau do, cac chat nay dugc xac dinh bang phuong
phap HPLC véi detector PDA trong dai phd UV- VIS tai budc song 435nm cho MY,PR53, PO5




Ky hiéu: VKN/TQKT-MP/22
) ~ BOYTE ) Trang: 4/ 16

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh lan:

Ngay ban hanh:

Co quan ban hanh: )
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

NIDQC THUONG QUY KY THUAT

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

va 535 nm cho RB bang cach so sanh voi cac pic thu duge tir dung dich cac chat mau chuan
tuong ung. Su c6 mdt cua ching trong mau phan tich duoc khang dinh bang so sanh thoi gian
lvu va phé UV-VIS lay tai dinh plC nghi ngd trén sac ky db cua mau thir voi pic chuan MY,
PR53, PO5 va RB trén sic ky do cua dung dich chudn
2.Thiét bi, thudc thir, chit chuén:
2.1 Chét chucfn

- Chat d01 chleu Metanil yellow (MY), ham lugng: 100% (Merck).

- Chat 601 chleu Rhodamin B (RB), ham lugng : 100% ( Merck).

- Chat 601 chleu Pigment red 53 (PR), ham lugng: 100% (Nhat ban).

- Chat d6i chiéu: Pigment orange 5 (PO5), ham lugng: 99,92%, d6 am: 0,5% (Han qudc).

2.2. Héa chit, dung méi, thuéc thiv
Tat ca cac loai hoa chit, dung moi, thude thir déu dat tiéu chuén chét lugng dung cho
phan tich, mot so loai dung moi dat ti€u chuan dung cho HPLC.
- Dung moéi pha mau: N,N-Dimethyl formamid-Acid phosphoric (95:5) (v/v) (DMPM).
2.3. Thiét bi
Céc thiét bi dugc hi¢u chuan dat yéu cau ciia phong thi nghiém theo ISO/IEC 17025
- May sac ky l6ng hiéu nang cao Shimadzu trang bi detector PDA vé1 5 modul
+Detector mang diod: Model SPD-MI10Avp.
+Module diéu khién: Model SCL-10Avp.
+B0 loai khi (Degasser): DGU- 14A.
+B0 tron dung moéi: FCV- 10Alvp.
- May do pH 691 Metrohm.

- Can phan tich Mettler Toledo c¢6 d¢ chinh xac 0,1 mg.

- Dung cu: cac binh dinh mtc, pipet chinh x4c, phéu loc thity tinh+Bom: Model LC- 10Atvp.
3. Poi twong: Mdu ding trong nghién ciru: Mau ty tao dwa trén nén clia cic mau sau:
- Mau son nudc Water lip bloom pink BP 01 (HM02), NSX: 21/2/2013 han dung: 21/02/2016
Rohto (Viét Nam).
- Mau son thoi Miracle Apo H002 Pinky orange (HMO03), san xuét tai Trung Qudc.
4.Quy trinh thu:
4.1.Quy trinh xir Iy mdu:

- Dung dich thur: Can chinh x4c khoang 0,5g son vao coc c6 mo dung tich 50 ml, thém 10 ml n-
Hexan chuyén dan vao binh gan, thém 10 ml dung méi pha mau trang rura coc, chuyén vao binh gan,
lac k¥ khoang 15 phut, gan phan dung méi pha mau (16p dudi) vao binh dinh mirc dung tich 20 ml,




Ky hiéu: VKN/TOKT-MP/22
) ~ BOYTE ) Trang: 5/ 16

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh lan:

Ngay ban hanh:

Co quan ban hanh: )
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

NIDQC THUONG QUY KY THUAT

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

thém 8 ml hon hop dung méi dé trang cbc, 1am tuong ty nhu trén, sau khi gan 16p dudi vao binh dinh
muc thém dung moéi pha mau dén vach, lic déu loc qua mang loc 0,45um.
4.2.Quy trinh phan tich 4 chat mau bang HPLC:
4.2. Diéu kién sdc ky:
- Cot phenomenex C18 (4,6 x 250 nm), Spm
- Nhiét do cot: nhiét do phong
- Pha dong: Nudc- Tetra butyl amino hydroxyd 0,005M (70:30)

+ Dung dich Tetra butyl amino hydroxyd (TBA) 0,5M: 65 ml TBA hydroxyd 20% thém
nude vira da 100 ml, hoa tan 2.8g kali hydroxyd vao hdn hop trén, diéu chinh dén pH 7,0 véi
acid phosphoric dé dugc dung dich Tetra butyl amino hydroxyd 0,5M.

+ Dung dich Tetra butyl amino hydroxyd 0,005M: 10 ml Tetra butyl amino hydroxyd 0,5M
trong 1000mL methanol. D& yén 1 tuan tao tiia (hodc dé trong ta lanh 14°-15°C trong 72 gio,
loc qua mang loc kich thuée 0,45 pum.

- Tbc do: 1ml/phut
- Budcsong:  + Metanil yellow, Pigment red, Pigment orange: 435 nm
+ Rhodamin B: 535 nm
- Thé tich tiém: 20 pl
4.3. Tién hanh:
Dung dich chuén:

- Dung dich chudn géc MY, RB, PR, POS5: Pha cac dung dich chuan géc MY, RB, PR, PO5 trong
dung mdi pha miu c6 nong 46 MY, RB, PR, PO5 lan lugt khoang 40 pg/ml, 50 pg/ml, 200 pg/ml, 200
pag/ml).

- Dung dich chudn hén hop: tir cac dung dich chuan géc MY, RB, PR, PO5 pha dung dich chuan
hdn hop MY, RB, PR, POS5 trong dung mdi pha mau c6 nong d6 MY khoang 4pg/ml, RB: 4 pg/ml, PR:
10 pg/ml, PO5: 10 pg/ml.

Dung dich thir: sir dung dung dich thu dugc sau khi xtr Iy mau theo quy trinh di trinh bay &

muc 4.1.
4.4. Panh gid két qua:

Tiém riéng dung dich chuan hdn hop, dung dich thir vao hé¢ thong sac ky, quan st thoi
gian luu va phd cua pic thu dugc tir dung dich thir, dung dich chuan. Néu pic caa dung dich
thir c6 thoi gian luu giéng voi thoi gian luu cia mot hay céc pic cua dung dich chuan hdn hop
dong thoi dung dich thir c6 phd UV-VIS (300-800) trung v&i phd cua pic tai thoi gian luu cua




Ky hiéu: VKN/TOKT-MP/22
) ~ BOYTE ) Trang: 6/ 16

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh lan:

Ngay ban hanh:

Co quan ban hanh: )
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

NIDQC THUONG QUY KY THUAT

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

pic twong tmg thu duoc tir dung dich chuan hdn hop thi c6 thé két ludn mau thtr co chira mot
hay cac chat mau cAm nghién ctru: MY, RB, PR53, PO5 (Hé s6 chong phd > 0,99)
5.Yéu ciu vé k§ ning va dao tao cin thiét khi 4p dung:

Kiém nghiém vién phai duoc dao tao vé phuong phap sic ky 1ong cao ap, ky thuat chiét
long-long. Vé k¥ ning thyc nghiém, kiém nghiém vién phai st dung thanh thao thiét bi sac ky
long cao ap trang bi detector PDA, thuc hién thuan thuc, chinh xac céc thao tac trong qua trinh
xtr Iy mau.
6.Danh gia quy trinh:

6.1. Chon dung moi pha méu:Dya theo phuong phap phat hién 3 chat mau cim ciia ASEAN
(mi s6 ACM SIN 02), dung mdi pha mau la hdn hop N,N-Dimethyl formamid-Acid
phosphoric (95:5) duoc lwa chon vi hoa tan tot ca 4 chat mau nghién ctru (thém PR 53 so véi
ASEAN).

6.2. Khao sat lwa chon pha dong

Phuong phap hoa hop ASEAN ma s6 ACM SIN 02 dinh tinh 3 chat mau MY, PO5, RB bang
HPLC c6 pha dong 13 hon hop: Nuée- dung dich Tetrabutylamino (TBA) hydroxyd 0,005M
(25:75),

* Dung dich Tetrabutylamino hydroxyd 0,005M duoc chuan bi nhu sau:

65 ml Tetra butyl amino hydroxyd 20%, thém nudc vira da 100 ml, thém 2,8g kali
hydroxyd vao hdn hop trén, khudy ky cho tan, diéu chinh dén pH 7,0 voi acid phosphoric
(Dung dich TBA hydroxyd 0,5M),

Hoa lodng 10 ml dung dich TBA hydroxyd 0,5M t&i 1000 ml bang methanol, lic déu,
dé yén vai gio, loc, Tuy nhién, pha dong nay rat d& bi tua lai (ké ca sau khi loc). Két qua khao
sat thuc té nhu sau:

Cach tht nhat:

- Dé yén 4 gid & nhiét d6 phong : van taa thém

- Pé yén 8, 12, 24...tham tri 6 ngay: van tia thém

- Dé yén 7 ngay & nhiét 46 phong, loc: dung dich trong, khong tia thém
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Cach thur hai:

- Dé yén trong tu lanh (14°-15°C): 1 ngdy, 2 ngay: van tia thém

- Pé yeén trong tu lanh (14°-15°C) 3 ngay (72 giod), loc: dung dich trong, khong taa

thém
Véi két qua khao sat nay thu duoc dung dich pha dong trong, 6n dinh ding cho qué trinh chay
sac ky.
< Piéu kién sdc ky:

- Cot phenomenex C18 (4,6 x 250 nm), Spm

- Nhiét do cot phan tich: nhi¢t do phong

- Pha dong: Nudc- dung dich Tetra butyl amino hydroxyd 0,005M (30:70)

- Toc d6: 1ml/phit

- Budc song lay sac ky do:

+ 435 nm: Metanil yellow, Pigment red 53, Pigment orange 5
+ 535 nm: Rhodamin B

- Ving pho Diode: 275 — 760 nm

- Thé tich tiém miu: 20 pl
* Dung dich Tetra butyl amino hydroxyd 0,005M dugc chudn bi nhu sau:

65 ml Tetra butyl amino hydroxyd 20%, thém nudc vira du 100 ml, thém 2,8g kali
hydroxyd vao hdn hop trén, khuay ki cho tan, diéu chinh dén pH 7,0 voi acid phosphoric
(Dung dich TBA 0,5M),

Thém 10 ml dung dich TBA 0,5M vao 1000 mL methanol, lic déu, Dé yén 72 gid trong
t0 lanh 14-15°C hodc 7 ngay & nhiét do phong dé tao taa hoan toan, loc qua mang loc 0,45 pm,
< Tién hanh:

Tiém riéng biét dung dich thir, dung dich chuan vao hé théng sic ky 1ong. Sir dung cac
diéu kién & trén, tién hanh sac ky khoang 50 phit. Ghi lai sic ky do. So sanh thoi gian luu va
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tinh hé sb twong dong (similarity) cta cac pic MY, RB, PR53 va PO5 thu duoc tir dung dich
thir va dung dich chuan,

6.3 Tham dinh phwong phdp:

6.3.1. Ddinh gid dp thich hop hé thong:

Tién hanh tiém 13p lai 6 1an dung dich chudn hon hgp trong dung méi pha méiu ¢ nong do
MY khoang 4,4pg/ml, RB: 4,6 pg/ml, PR: 10,6 pg/ml, POS5: 10,4 pg/ml vao hé thong sac ky,
két qua thé hién ¢ Bang 1: o

Bdng 1, Tinh thich hop cua hé thong sac ky

STT Dién tich pic MY | Dién tich pic RB | Dién tich pic PR | Dién tich pic POS5
(mAU,s) (mAU,s) (mAU,s) (mAU,s)
1 156978 159948 307808 382215
2 156417 158720 305848 382268
3 156807 162441 312117 381439
4 158256 160012 316059 382085
5 157740 159043 311120 384869
6 158868 160978 306231 386711
B 157511 160190,3 309863,8 383264,5
RSD 0,60 % 0,85 % 1,28% 0,54 %
S6 dia ly thuyét TB 6184,152 2592,736 9654,969 9914,055
Hé s0 kéo dudi 1,460 1,117 1,649 1,594
Hé $0 phan giai 0,0 3,816 7,612 17,960

Nhu vay hé thong sac ky c6 do phan tach tot (Rs > 3), ¢6 do lap lai tot, pic can doi, vdi RSD
cua dién tich pic MY, RB, PR, PO5 lan luot 1a 0,6%, 0,85%, 1,28% va 0,54% déu nho hon
2%, dap img yéu cau xac dinh cic chdt mau MY, RB, PR, PO5
6.3.2. D¢ ddc hiéu:
Chuan bi cac dung dich chuan gbc: Cén cac chat chuan tuong (mg va hoa tan trong dung moi
pha miu

Dung dich chuan gdc Metanil yellow: 10,8 mg/50 ml=> 10 ml/25 ml

Dung dich chuan géc Rhodamin B: 10,2 mg/50 ml1=> 10/25m

Dung dich chuan gdc Pigment red 53: 11,7 mg/50 ml

Dung dich chuan goc Pigment orange 5: 10,2 mg/50 ml



Ky hiéu: VKN/TOKT-MP/22
) ~ BOYTE ) Trang: 9/ 16

VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW | Ban hanh lan:

Ngay ban hanh:

Co quan ban hanh: )
VIEN KIEM NGHIEM THUOC TW

NIDQC THUONG QUY KY THUAT

XAC PINH PONG THOI 4 CHAT MAU BI CAM METANIL YELLOW, RHODAMIN B,
PIGMENT RED 53 VA PIGMENT ORANGE 5 TRONG SON MOI BANG PHUONG PHAP SAC
KY LONG HIEU NANG CAO VOI DETECTOR PDA

Str dung cac diéu kién phan tich da duoc chon dé tién hanh phan tich cac mau sau:

- Madu trdng:Dung méi pha mau: N-N dimethyl formamid-acid phosphoric (95 : 5)

- Mau nén: Mau son khong chtra cac chat mau MY, RB, PR53 va PO35, dugc xir Iy theo qui
trinh

-Mau ti tao: Can chinh xac khoang 0,5 g son khong chtra cac chat MY, PR53, PO5, RB vao
coe co mod dung tich 50 ml, thém 1 ml moi dung dich chuén géc MY, RB, PR53, va PO5, tron
déu, chuyén dan vao binh gan véi 10 ml n-hexan, thém 10 ml dung méi pha mau trang rira
cdc, chuyén vao binh gan, lic ki khoang 15 phat, gan phan dung méi pha mau (I6p dudi) vao
binh dinh muc dung tich 20 ml, thém 8 ml hén hop dung mdi dé trang céc, l1am tuong tu nhu
trén, sau khi gan l6p duéi vao binh dinh mic, thém dung mdi pha mau dén vach, lic déu loc
qua mang loc 0,45um,,

- MAu chuan hdn hop: Pha dung dich chuan hdn hop MY, PR53, PO5, RB trong dung mdi pha
mau dé duoc dung dich cd nong d6 MY, RB, PR53, PO5, lan luot khoang 4ug/ml, 4pg/ml,
24ug/ml, 20 pg/ml,

Két qua: Tai budc séng 435 nm (MY, PR va PO5) nhu ¢ Hinh 1

EAData HPLCATRANGChat maulASEANBlark 1.2.16d
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- v d v =

LIV T PO A0 AU P

az

Hinh 1. Sdc ky d6 ciia dung méi pha mdu (a), ciia mau trdang (b), ciia mdu tw  tao (c) va cia

madu chudn hén hop (d) tai budc song 435 nm

- P6i v6i mau chuén (d): Trén sic ky do xudt hién 3 pic tach biét 16 rang caa MY, PR53, PO5
v6i thoi gian luu khoang 7,5 phut, 17,3 phat va 31,2 phat, pic RB rat nhé (khoang 12 phut)

- V6i miu tring: Trén sic ky d6 khong xuat hién pic ndo twong Gmg véi thoi gian luu cta cac
pic MY, PR53, PO5 va RB

- MAu ty tao: Trén sic ky do xudt hién 3 pic tach biét rd rang c6 thoi gian luu twrong tng cia
MY, PR53, PO5 véi thoi gian luu khoang 7,5 phut, 17,3 phtt va31,2 phat, pic RB rat nho
(khoang 12 phut), cac pic nay ciing tach biét v4i pic ¢ trong nén mau (mau trang), ¢ do tinh
khiét cao (déu 16n hon 98%), ¢ do twong thich (hé sé similarity 1 0,9997; 0,9999; 0,9995) khi
so sanh phd UV- VIS, thé hién & cac hinh 2, 3, 4.
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[a =10

b)

c)
Hinh 2. Cho”‘ngphé UV cua pic tw mau thir ti tao va mau chuan tai budce song 435 nm
cua: MY:a), PR53:b) va PO5: c)

TEETT T A
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L

Hinh 3. Sdc ky do ciia mau trang (a), ciia mdu chudn hon hop (b), ciia mau tw tao (c) va chong
phé UV ciia pic RB trong mau tw tao va mau chudn (d) tai 535 nm ciia Rhodamin B

6.3.3. Khodng tuyén tinh:

Pha mét ddy cac dung dich chuan trong dung dich pha mau c6 nong do MY

tu: 0,8 — 10,4 pg/ml, RB tu: 0,8 — 9,8 pg/ml, PR tu: 2,3 — 28,1 pg/ml, PO% tu: 2,0 — 24,5
ng/ml tién hanh sic ky theo diéu kién nhu trén. Két qua duoc thé hién ¢ Bang 2.

Bang 1. Két qua khdo sat khodng nong do tuyén tinh ciia hon hop cdc chdt mau cam

Metanil yellow Rhodamin B Pigment red 53 Pigment orange 5
STT Nong do S pic Nong do S pic Nong d¢ S pic Nong d6 S pic
(ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.S) | (ug/ml) | (MAU.s) | (ug/ml) | (MAU.s)
1 0,86 | 30748 0,82 75536 2,34 34985 2,04 52854
2 1,73 62407 1,63 152158 4,68 71328 4,08 111263
3 4,32 | 158323 4,08 386129 11,70 181858 10,20 300977
4 6,91 | 254161 6,53 619756 18,72 293610 16,32 482294
5 8,64 | 254161 8,16 773960 23,40 367429 20,40 608220
6 10,37 | 382929 9,79 930822 28,08 | 442756 24,48 739349
Phuong trinh hdi | y= 37029x - 1528 | y= 95291x - 2737 | y= 15839x-2733 | y= 30511x - 11710
qui
Hé s6 twong quan 1,0000 1,0000 1,0000 0,9999
r
y-intercept (%) 0,97 0,71 1,50 3,89
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Nhu vay co su tuong quan tuyén tinh chat ché gitra dién tich pic va néng d0 cia MY, RB, PR53, PO5
trong khoang néng d6 khao sat voi hé sb tuong quan lan luot 12 1,0000; 1,0000; 0,9999; va 1,0000 véi
cac gia tri y-intercept < 5%

3.4. Dy chinh xdc

% Do chinh xdc cua phwong phap:

Bang 2. Két qua khdo sdt dg chinh xdc ciia phwong phdp véi cdc chdt mau

Ngay 1, KNV1 Ngay 2, KNV2
Lwong cin | Dién tich Luwgng tim | Lugng Dién tich Luwgng tim
(9) pic(mAU.s) | thay (ug) can (g) | pic (mAU.s) | thay (ug)
Véi MY
1 0,5002 159422 87,0 0,5172 158756 86,6
2 0,5102 159485 87,0 0,5176 157986 86,2
3 0,5089 159900 87,3 0,5208 159122 86,8
4 0,5016 159836 87,2 0,5062 158997 86,8
5 0,5108 159775 87,2 0,5177 158789 86,7
6 0,5128 159227 86,9 0,5116 159022 86,8
Trung binh (n = 6) 87,1 86,6
RSD (%) (n = 6) 0,17 0,26
Ham lwgng MY tim thiy trung binh (n =12): 86,90 ng;  RSD (%) (n =12): 0,35
Véi RB
1 0,5002 452687 95,7 0,5128 451128 95,3
2 0,5102 454964 96,1 0,5169 452298 95,6
3 0,5089 454730 96,1 0,5172 454312 96,0
4 0,5016 454349 96,0 0,5211 452063 95,5
5 0,5108 454388 96,0 0,5153 453112 95,8
6 0,5128 454450 96,0 0,5119 454012 95,9
Trung binh 96,0 95,7
RSD (%) 0,15 0,27
Ham lwong RB tim thiy trung binh (n =12): 9583 ug;  RSD (%) (n = 12): 0,27
Véi PR
1 0,5002 180921 232,8 0,5109 180221 231,9
2 0,5102 180581 232,4 0,5216 179856 2314
3 0,5089 182059 234,3 0,5143 178632 229,8
4 0,5016 181181 233,1 0,5197 180244 231,9
5 0,5108 181015 232,9 0,5226 180369 232,1
6 0,5128 180950 232,8 0,5074 178698 229,9
Trung binh 233,0 231,2
RSD (%) 0,28 0,45
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Ham lwong PR tim thiy trung binh (n = 12): 232,11 pg ; RSD (%) (n =12): 0,55
Véi PO

1 0,5002 249249 168,9 0,5202 255632 173,3
2 0,5102 252074 170,9 0,5146 253654 1719
3 0,5089 256365 173,8 0,5134 250122 169,5
4 0,5016 253461 171,8 0,5121 252008 170,8
5 0,5108 254832 172,7 0,5067 254122 172,2
6 0,5128 253078 1715 0,5212 248079 168,1
Trung binh (n = 6) 171,6 171,0
RSD (%) (n = 6) 0,97 1,10

Ham lwong tim thiy trung binh (n = 12): 171,28 ug ; RSD (%) (n =12): 1,02

D6 chinh x4c ctia phuong phap duoc déanh gia bao gom do lap lai va d6 chinh xac trung
gian. Két qua duoc thé hién ¢ bang 2.

Do lap lai cia phuong phap dugc danh gia dua trén d6 léch chuan twong ddi cia két qua
6 mau thir dugc phan tich riéng biét theo qui trinh phan tich & trén.

D0 chinh xéc trung gian dugc danh gia dua trén do 1éch chuin tuong ddi cua két qua 12
mau thtr duoc phan tich riéng biét ¢ 2 ngay khac nhau va hai kiém nghiém vién (KNV) khéc
nhau.

Két qua cho thay phuong phap c¢6 do chinh xac cao, d§ 1ap lai trong ngay cé gia tri do léch
chuén tuong d6i voi MY, RB, PR, PO lan luot 12 0,18% va 0,26%:; 0,15% va 0,27%:; 0,28% va
0,45%; 0,97% va 1,10%; (voi n = 6) va khac ngay 1a 0,35%:; 0,55%; 1,00%; 0,27% (v&i n=12).
Ham luong chat trung binh xac dinh dugc trong mau tu tao (n = 12) véi MY 1a 86,90 ug (RSD
=0,35%); v6i RB 14 95,83 ng (RSD =0,27%); véi PR 1a 232,11 pg (RSD = 0,55%) va voi PO
14 171,28 ug (RSD =1,02)

3.5.D¢ ding

Thém chinh xac mot lugng chat chudn MY, PR53, PO5, RB vao nén mau son khong chtra MY,
PR33, PO5, RB, sao cho sau khi xir Iy theo qui trinh phan tich nf)ng do dung
dich cudi cung cia MY, PR53, PO5, RB dem tiém sac ky phai nam trong khoang 50 - 120% so v6i
ndéng do dinh lugng. Tién hanh ¢ 3 mirc nong d6 khac nhau, mdi nong do thuc hién 3 lan. Dya vao
duong chuan tuyén tinh dé tinh ra lugng chat chudn tim thay. Két qua duoc thé hién ¢ Bang 3, Bang 4.
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Badng 3.31. Két qud khao sdt dé ding véi MY va RB

Luong MY RB
{néu Dién tich Luong | Luong Ty 1€ Dién Luong | Lugng Ty 1€
gpr | men(9) pic tim thay | thém thu hdi | tichpic | timthiy | thém thu hoi
(mAu.s) (Mg) | vao (ug) | (%) (mAu.s) | (Hg) | vao (ug) | (%)
1 | 05122 | 79670 | 43,86 432 | 101,52 | 225800 | 47,97 488 | 98,29
2 | 05026 | 79430 | 43,73 43,2 | 101,22 | 226531 | 48,12 48,8 | 98,61
3 | 05039 | 79413 | 43,72 43,2 | 101,20 | 226211 | 48,05 48,8 | 98,47
4 | 05268 | 158750 | 86,57 86,4 | 100,20 | 451316 | 95,30 97,6 | 97,64
5 | 0,5344 | 158975 | 86,69 86,4 | 100,34 | 452377 | 95,52 97,6 | 97,87
6 | 05219 | 159211 | 86,82 86,4 | 100,48 | 452067 | 95,46 97,6 | 97,80
7 | 0,5279 | 190840 | 103,90 | 103,68 | 100,21 | 544060 | 114,76 | 117,12 | 97,99
8 | 05173 | 191586 | 104,30 | 103,68 | 100,60 | 544940 | 114,95 | 117,12 | 98,15
9 | 05211 | 191404 | 104,21 | 103,68 | 100,51 | 543837 | 114,72 | 117,12 | 97,95
Trung binh 100,70 Trung binh 98,09
RSD (%) 0,48 RSD (%) 0,33
Bang 3.32. Két qua khdo sat dé diing véi PR va PO
Khoi PR PO
luong Dién tich Luong | Luong Ty 1€ Dién Luong | Luong Ty 1¢
STT mau thir pic tim thay | thém thuhdi | tichpic | timthdy | thém thu hoi
(9 (mA.s) (Mg) | vao (ug) | (%) (MAus) | (Hg) | vao (Hg) | (%)

1 | 05122 | 90244 | 117,40 | 118,8 | 98,82 | 122719 | 88,12 91 96,83
2 | 05026 | 90164 | 117,30 | 118,8 | 98,74 | 119930 | 86,29 91 94,82
3 | 05039 | 90180 | 117,32 | 118,8 | 98,75 | 120806 | 86,86 91 95,46
4 | 05268 | 179194 | 229,72 | 237,6 | 96,68 | 252048 | 172,89 | 182 94,99
5 | 05344 | 179833 | 230,53 | 237,6 | 97,02 | 249332 | 171,11 | 182 94,02
6 | 05219 | 179913 | 230,63 | 237,6 | 97,07 | 254218 | 174,32 | 182 95,78
7 | 05279 | 217027 | 277,49 | 28512 | 97,32 | 305214 | 207,74 | 2184 | 95,12
8 | 05173 | 216906 | 277,34 | 285,12 | 97,27 | 304449 | 207,24 | 2184 | 94,72
9 | 05211 | 217252 | 277,78 | 285,12 | 97,43 | 307581 | 209,30 | 2184 | 95,66

Trung binh 97,68 Trung binh 95,27

RSD (%) 0,87 RSD (%) 0,83
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Két qua cho thiy phuong phap c6 d6 dung twong dbi tot d6i v6i nén mau my pham phirc tap va gidi
han chat cam nhd.

3.6. Gidi hgn phat hién, giGi han dinh lugng ) . i
Tiém dung dich nén mau Vég) h¢ thong sac ky, tién hanh 6 lan, tinh d¢ 1éch chuan cuia tin hi¢u 16n
nhat thu dugc quanh thoi diém thoi gian luu cua céc pic tuong ing. LOD= 3SD/a

Stt Metanil yellow Pigment red Pigment orange Rodamin B
1 125 1102 227 111
2 644 218 242 149
3 556 225 131 61
4 623 271 115 58
5 207 115 165 99
6 144 122 113 96
B 383.2 342.2 165.5 95.7
SD 249,1 3773 56,8 33,8
a 37029 15839 30511 95291
LOD 0,022 0,079 0,0061 0,0012
LOQ 0,073 0,259 0,0202 0,0040
5. Két ludn

Phuong phap xéc dinh dong thoi MY, PR53, POS5 va PO5 da duoc thim dinh chit ché vé tinh dic hiéu,
d6 chinh xac va d¢ ding, LOD, LOQ. Phuong phap da duoc thdm dinh hoan toan phu hop dé dinh tinh,
dinh lugng cac chat cam trong son moi dang luu hanh trén thi truong.

TAI LIEU VIEN DAN

-S6 tay chat luong:

+Chuong 04: Kiém soat tai liéu VKN/STCL/04

+Chuong 19: Phuong phap thir nghiém, hiéu chuan va phé duyét phuong phap VKN/STCL/19
-Thii tyc “Kiém soét tai liéu”: VKN/TT/04.02

-Thu tuc “Nhan biét va truy tim”: VKN/TT/03.01

-Thu tuc “Quan 1y thiét bi thir nghiém”: VKN/TT/20.19
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MUC PiCH , 7 ‘ ,
Mo ta qua trinh cac budc tién hanh d€ dinh tinh dong thoi 12 chat steroid trong cac kem boi da
my pham

ph'm vi ,p déng

§-ic ,p déng trong VidOn KiOm nghiOm
béi nh+ng c,n bé ® - ®-1ic ®uo t'o phi
hip.

Puoc ap dung xac dinh 12 chétv
steroid trong kem bo6i da my pham

Tpi 1iOu tham khYo:

1. Bpi gifdng ho, d-ic tEp II, tr-éng S$'i hadc d-ic Hp néi
2.V@nkﬁ&nngﬂ@n1hu&fﬂj,§ﬂm bJo chlEt 1-ing thuéc vp mét sé
ph--ng ph,p kiOm nghiOm thuéc

3. HiOp ®bnh hO théng hop hip ASEAN trong quin 1y mii phEm.

4. USP 34

5.ASEAN, Identification of hydrocortisone acetate, dexamethsone,
betamethasone, triamcinolone acetonide and betamethasone valerate in cosmetics by
TLC and HPLC

Nguoi bién soan Tr-éng khoa Ngpuy: oo,
ThS. L*® thP h-éng hoa Ky tén:

Ng-éi thEm xPt  Phi ViOn tr-é&ng : NOUV: e eieiennn.
TS. TRAN VIET HUNG Ky t®n:

Ng-éi ph® duydt  VviOn tr-é&ng : NGUV: e eieeeennn.
TS. Sopn cao s-n Ky t®n vp ®ing dEu:

Sé bin: |bdn sé: |[Ng-&i gi+: . ..iuiinieenn. Nguy nhEn:
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néi dung
1.Nguy®n 1y cfia ph--ng ph,p
Cac steroid dugc chiét ra khoi nen mau my pham bang hdn hop dung moi1
dicloromethan — methanol (9 : 1), bdc hoi trén cach thuy toi kho. Hoa cén thu dugc
trong hdn hop dung moi Acetonitril — methanol — nudce (20:30:30). Sau dé, cac steroid
duogc phén tich bang thiét bi HPLC trang bi detector PDA dat tai budc song 240 nm.
Sy ¢6 mat cac steroid co thé dugc khang dinh bang cach so sanh thoi gian luu va phd
UV-VIS cua pic nghi ngo trén sac ky do mau thir véi cac pic steroid twrong tng trong
sic ky d6 mau chuan.
2.ThiOt bP, thueéc thé vp chEt chuEn
2.1 Chat Chuan ho, chEt thuéc thé:
- Céc chat chuan cua Vlen Kiém nghiém thudc Trung wong (10 chit chuan quéc
gla va 2 chuan phong thi nghiém (PTN))
Prednison, SKS: WS.0107235; HL:98,6%); am 0,15%
Dexamethason, SKS: 0197025, HL: 99,61%; a am: 0,13%
Triamcinolon acetonld S6 16: M 191077a; HL: 99 11%, am: 1,84%
Flucinolon acetonid, SKS:0199049; HL: 97,2%:; a am 0,6%
Prednison acetate, SKS 0102149; HL: 99,64%; a am 0 06%
Hydrocortison acetat, SKS: 0198038 HL: 99 5%, am: 0 1%
Cortison acetat, SKS: 0103092; HL: 100,01%; am:0 05%
Dexamethason acetat, SKS:0200014; HL: 99, 6%
Betamethason dipropionat, chuan phong thi nghiém, HL: 101,2%
10 Betamethason valerat, SKS: 0103125; HL: 100,43%; a am: 0,14%
11. Clobetasol propionat, SKS:0103170; HL 99,4%, am: 0, 12%
12. Mometasone furoat: chuin phong thi nghiém, HL: 100 0%
- Acetonitril HPLC (Merck)
— Dicloromethan t tinh khiét phan tich (Merck)
- Methanol tinh khiét phan tich (Merck)
- Methanol HPLC (Merck) .
2.2. Thibt bP vu dung cé:(®- ®-ic hilu chuEn theo chuEn
muc ISO/IEC 17025)
- May sac ky long Shimadzu v6i 5 module:
+ Bom: Model LC- 10Atvp
+ Detector mang diod: Mode SPD-M10Avp
+ Module diéu khién: Model SCL-10Avp
+ Degasser: loai DGU- 14A
+ B0 tron dung moi: loai FCV- 10Alvp
- Can phan tich chinh xac té1 0,1 mg
- My lic siéu am
- Dung cu thuy tinh: Binh dinh murc, cdc thuy tinh, dlia thuy tinh
- Mau my pham nghién clru dé xay dung, tham dlnh phuong phap:
Kem dudng trang da Impress IC ctua Kanebo, Nhat ban.
- Cac mau dé kiém tra:
Cream nam one today 43L.381

CoNoOGTARWNE
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Cream nam shui Jing bai 431382

Kem duong tring da lam mo vét tham Hazelin 43L 383

Kem nam C6 Tién (Day whitening & spot removing set)43L.384

Cream ngtra mun 3 tac dung One Today 43L.390

Cream dudng tring da mit One Today 43L391

Kem mit Whoo 43L.398

Nuac hoa hong In Yang Balancer 43L.397

Tinh chit dudng da Qi & Jin Essence 431396

Stra dudng da In Yang Lotion 43L.395

Kem dudng da dém Whoo 43L.399
Quy trxnh tho
1. ChuEn bbb mEu thé:

Can khoang 0,2 g ché pham, thém 50ml hdn hop dicloromethan-methanol (9
:1), khudy k¥ va dat trén cach thay am 5-10 phut, lay ra, dé ngudi trong nudc da 1gio,
sau d6 loc qua gidy loc di thAm w6t bang hdn hop dung moi dicloromethan-methanol
(9 :1), bdc hoi dich loc trén cach thiry téi kho. Hoa lai can trong 25ml Acetonitril -
methanol - nudc (20:30:30). Loc qua mang loc 0,45um.

3.2. ChuEn bP mEu chuEn

Can chinh x4c khoang 25mg timg chét chuan pha vao 25ml methanol, rdi pha

3.
3.

lodng tiép bang pha dong dé dugc cac dung dich chuin gbc c6 ndng do khoang 9 -
12ug/ml. Cac dung dich nay dugc st dung dé pha ddy chuin hodc pha dung dich hdn
hop chuan.

3.3. Quy trxnh phGn tYch :

- Cot Phenomenex Luna C18, (250 x 4,6 mm), 5 um 16 5550654

- Nhiét d¢ cdt: nhi¢t d§ phong

- Pha dong: Acetonitril - nudc (48:52)

- Tc d6 dong: 1,0 ml/ phut

- Budc song phat hién: 240 nm

- Thé tich tiém: 5 pl.
3.4. C,ch tilOn hunh:
Ti®m ri®ng bidOt dung dbch thé&é, dung dbch chukEn vpo hO
théng s¥%c ky lang s6 déng c,c ®i0u kidn & tr?n. TiOn hpunh
s¥c ky khodng 30-35 phoét. Ghi 1'i s3c ky ®a.
3.5. C,ch ®,nh gi, kOt quf
- Dua vpo théi gian 1l-u: so s,nh théi gian l-u cfla pic thu
®-ic td dung dbch thd vp pic thu ®-ic t& dung dbch chuEn.
~ So sanh phd UV-VIS cua pic thu dugc tir dung dich thir ¢6 thoi gian luu twong Gng
v6i pic thu dugc tir dung dich chuan va tinh hé sé chong pho ciia cac pic nay.
4. Y*u cCu vO kil n'ng vup ®po t'o cCn thidt khi ,p déng

Vidn kibém nghi®m thuéc TW
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KiOém nghiOm vi®n phdi ®-ic ®po tlo vO ph--ng ph.p s%c ky
lang hiOu n'ng cao vp s6 déng thpnh th'o m,y s¥%c ky lang
hiOu n'ng cao, bictdoc va phan tich pho.

5.§,nh gi, quy trxnh o ,
Do déc thu cua mau my phdm néu c6 chira chat cam thuong ¢ ham lugng rat nho nén
chon vung gidi han dinh luong d€ danh gia phuong phap bao gom cac noi dung: do
thich hop cua h¢ thong sac ky, tinh dac hi¢u , khoang tuyén tinh, do 1ap lai, 46 dung.
5.1. Lua chédn dung m«i i
Sau khi khao sat trén mdt so0 hé dung moi hoa tan mau, hé dung moi dicloromethan -
methanol (9:1) duoc nhan thiy 13 hé ma nhom chat steroid tan rat tot, dung dich miu
thir kha sach khong bi 13n nhiéu tap chat. Sau d6, loai bé dung méi va hoa cin trong
hdén hop Acetonitril - methanol - nudc (20:30:30). Hon hop dung méi ndy co thanh
phan gan véi pha dong, cho pic can d6i hon néu chi hoa tan can trong methanol, vi vay
duoc chon lam dung méi hoa tan can dé tao dung dich tiém sac ky.
5.2. ThEm ®bnh ph--ng ph,p
5.2.1.Danh gia do thich hop hé thong:
Tiém 6 lan dung dich ddi chiéu hdn hop c6 noéng do ting corticoid khoang 10 pg/ml
vao hé thong sic ky, ghi lai sac ky d6, két qua thé hién ¢ bang sau:

Bang 1. P9 thich hop ctia hé thong sac ky phén tich 12 chét steroid

Thoi gian luu Dién tich pic 4 N 4 Do
'?’ Tén pic (pim) (}nAU.sl; SOI)'C/ﬁ ’ I_Zedio phan
T Tr\ung RSD Tr\ung RSD thuyé't g | &
binh (%) binh (%) Rs
1| Prednison 419| 0115| 32205| 0,36 | 8041 | 142| -
2 | Dexamethason 5,38 0,17 | 34776| 0,51 | 9997 1,23 5,96
3 | Triamcinolon acetonid 6,33 0,19 | 38421 | 0,37 | 11295 1,26 4,20
4 | Flucinolon acetonid 6,87 0,23 | 42488 | 0,45 | 12016 1,23 2,20
5 | Prednison acetat 7,82 0,23 | 43317 | 0,36 | 12957 1,23 3,64
6 Hydrocortison acetat 8,28 0,26 | 48867 | 0,84 | 13463 1,20 1,64
7 | Cortison acetat 883| 027| 35218| 0,75| 13971 | 1,20| 1,89
8 | Dexamethason acetat 11,04 0,32 | 54520 | 0,37 | 14215 1,04 6,63
9 | Betamethason valerat 17,41 0,26 | 80684 | 0,11 | 30962 1,17 | 16,74
10 | Clobetason propionat 2263 | 0,35| 97432 | 0,24 | 23493 1,11 | 10,64
11 | Mometason furoat 24,97 0,39 | 140097 | 0,51 | 20409 1,10 3,66
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| 12| Betamethason propionat | 26,47 | 041 164637 | 1,43 15161 | 1,12 1,03]

Két qua cho thay hé thong sic ky co: Do lip lai tot voi RSD cua thoi gian luu
dudi 0,4% va dién tich pic dudi 1,4 %; sb dia 1y thuyét trén 8000; hé sb bat ddi dudi
1,4 va d6 phan giai trén 1,6. Do vay dap ting yéu cau phan tich cho ca 12 hop chit.

5.2.1. §é ®Zc hilu:
Tién hanh sac ky theo di€u kién da chon cac mau sau:

- Dung dich mau placebo: Can chinh x4c khoang 0,2 g miu kem dudng tring da
Impress IC white emulsion II (Kanebo, Nhat Ban) rOi XU 1y nhu chuan bi mot mau th.
- Dung dich mau tu tao hodc mau tht, dung dich chuan duoc xu 1y theo muyc 3.1 va
3.2.

o Chicinaiogian View  Prak o[ +]  Chaneel + ] Ch1
Ay

20 AR

o
o

ov 25 so 75 e s e ws 200 s 280 215 ma )

Hinh 3.19. Sac ky do danh gia dé dic hiéu

voi 12 corticoid

a) mau placebo !
X x A i
b) mau hon hop chudan il Poobl
¢) mau tu tqo * .lanmef B Vi 4
Zj g s J‘Ef S nj i C)

Két qua thu dugc nhu & hinh 3.19, cho thay: Trén sic ky d6 mau placebo khéng xuat
hién pic ¢ thoi gian luu twong Gng vai thoi gian luu bat ky chat nao trong s 12
corticoid nghién ctiu. Trén sac ky d6 cia dung dich mau tu tao cho 12 pic ¢6 thoi gian




BéY TO Ky hiOu: VKN/TQKT-MP/23
ViOn kiOm nghiOm thuéc TW Trang: 6/9

Ban hunh 1Cn: 1
Nguy ban hunh:

&

NIDQC

th-éng quy kii thukt C- quan ban hpnh:
ViOn kiOm nghiOm thuec TW

PHUONG PHAP PHAT HIEN PONG THOI 12 CHAT STEROID CO MAT TRAI
PHEP TRONG KEM BOI DA MY PHAM BANG PHUONG PHAP HPLC
VOI DETECTOR PDA

luu twong tng véi thoi gian leu caa 12 pic chinh thu duoc tir sic ky do caa dung dich

hén hop chuan.

Thtr tu ria giai: Prednison : 4,14 ph
Dexamethason : 5,32
Triamcinolon acetonid: 6,25
Fluocinolon acetonid: 6,78
Hydrocortison acetat: 7,72
Prednison acetat:7,84
Cortison acetat: 8,71
Dexamethason acetat: 10,88
Betamethason valerat: 17,27
Clobetason propionat: 22,37
Mometason fuorat: 24,66
Betamethason propionat: 26,11

5.2.2. Khao sat khodng tuyén tinh

Bang 2. Két qua xdc dinh khodng nong dé tuyén tinh cia cdc corticoid

T Tén chat ‘phén; jtich 1 ) 3 4 5 ;Iri;’(g)
(Phuong trinh hoi qui) quan r

1 | Prednison C (ug/ml) 0,2 0,32 0,4 0,48 0,6
(y=79401.x+818) S(mAU.s) 16884 | 26044 | 32442 | 38962 | 48559 | 0,9998

2 | Dexamethason C (ug/ml) 0,3 0,48 0,6 0,72 0,9
(y=59945.x+942) S(mAU.s) 17301 | 27568 | 34745 | 42434 | 53076 | 0,9996

3 | Triamcinolon acetonid C (ug/ml) 0,5 0,8 1,0 1,2 1,5
(y=37356.x+1389) S(mAU.s) 20359 | 30908 | 38714 | 46146 | 57597 | 0,9997

4 | Flucinolon acetonid C (ug/ml) 0,5 0,8 1 1,2 1,5
(y=41949.x+949) S(mAU.s) 22387 | 34175 | 42558 | 51093 | 64281 | 0,9994

5 | Prednison acetat C (ug/ml) 0,5 0,8 1 1,2 1,5
(y=48229.x+750) S(mAU.s) 22677 | 34881 | 43475 | 52230 | 65227 | 0,9998

6 | Hydrocortison acetat C (ug/ml) 0,5 0,8 1,0 1,2 1,5
(y=42663.x+1035) S(mAU.s) 25191 | 38947 | 48804 | 58730 | 73224 | 0,9997

7 | Cortison acetat C (ug/ml) 0,4 0,64 0,8 0,96 1,2
(y=43484.x+629) S(mAU.s) 18204 | 28165 | 35328 | 42606 | 52781 | 0,9997

8 | Dexamethason acetat C (ug/ml) 0,6 0,96 1,2 1,44 1,8
(y=54206.x+810) S(mAU.s) 28289 | 43741 | 54805 | 65972 | 82276 | 0,9998

9 | Betamethason valerat C (ug/ml) 1,8 2,88 3,6 4,32 5,4
(y=21644.x+3856) S(mAU.s) 44272 | 64531 | 81282 | 97197 | 121592 | 0,9983

10 | Clobetason propionat C (ug/ml) 2,2 3,52 4,4 5,28 6,6
(y=9534.x+949) S(mAU.s) 50726 | 78688 | 98386 | 118244 | 146956 | 0,9994

11 | Mometason furoat C (ug/ml) 1,6 2,56 3,2 3,84 4,8
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(y=137515.x+4471) S(mAU.s) 73326 | 115287 | 140770 | 169318 | 211231 | 0,9998
12 | Betamethason propionat | C (ug/ml) 4,0 6,4 8,0 9,6 12,0
(y=20274.x+2605) S(mAU.s) 84444 | 130868 | 165190 | 197586 | 245900 | 0,9998

5.2.3. $é lap lai:
Do chinh xac dugc tién hanh thir nghi€ém trén 6 mau tu tao. Can 0,2g mau placebo

thém vao d6 4,0ml dung dich chuan gdc c6 ndng do nhu trong bang 3. Xir Iy miu va
tién hanh sic ky, xir 1y két qua va tong hop vao bang 3.

Bang 3. Do lip lai ciia phuong phap trén cic mau tu tao

e o ) C atad Ty 1¢é tim lai (%) -
én chat phan tic « rung | RSD
(pg/ml) 1 2 3 4 5 6 binh | (%)
Prednison 2 102,0 | 102,5| 103,2 | 102,5| 101,1 | 101,7 | 102,2 0,7
Dexamethason 3 105,4 | 104,8 | 107,4 | 105,9 | 105,0 | 105,8 | 105,7 0,9
Triamcinolon acetonid 5 104,5 | 104,12 | 104,7 | 105,3 | 105,1 | 104,6 | 104,7 0,4
Flucinolon acetonid 5 104,7 | 105,3 | 105,1 | 106,2 | 106,8 | 105,3 | 105,5 0,7
Prednison acetat 5 103,1 | 102,0 | 103,3 | 103,2 | 102,4 | 102,6 | 102,7 0,5
Hydrocortison acetat 5 102,7 | 101,9 | 103,5| 102,9 | 102,2 | 102,6 | 102,6 0,6
Cortison acetat 4 102,2 | 102,2 | 103,7 | 103,0 | 101,6 | 102,5| 1025 0,7
Dexamethason acetat 6 102,9 | 102,6 | 1029 | 1034 | 102,6 | 103,2 | 102,9 0,3
Betamethason valerat 18 102,4| 101,9 | 102,4 | 103,2 | 101,7 | 102,6 | 102,4 0,5
Clobetason propionat 22 103,3 | 102,7 | 103,1 | 103,7 | 102,9 | 1039 | 1033| 04
Mometason furoat 16 106,6 | 105,9 | 107,0 | 107,4 | 105,8 | 107,0 | 106,6 0,6
Betamethason propionat 40 100,1 | 99,3 | 100,4 | 100,9| 98,7| 99,8 99,9 0,8

5.2.4. Danh gia do dung:

Thém chinh xac mét lugng chat chudn corticoid vao nén mau placebo, sao cho sau khi
xtr 1y theo quy trinh phén tich ndng d6 dung dich cudi cing dem sic k¥ phai ndm trong
khoang 50 - 150% so v&i nong do dinh lwong. Tién hanh & 3 mic ndong d6 khac nhau:
mitc 50% (A), mirc 100% (B) va mitc 150% (C); mdi ndng do thyc hién 3 l1an. Dya
vao dién tich pic ctia chat twong (mg trong dung dich chuan hdn hop dé tinh ra lugng
chat chuan tim thay. Két qua duoc thé hién & bang 4

Bang 4. Két qua khao sat do dang ciia cac corticoid

Chét phan tich Ty 16 tim lgi (%)
Al A2 A3 Bl B2 B3 C1l C2 C3 T.binh
Prednison 98,40 | 101,10 | 102,00 | 99,70 | 100,90 | 101,40 | 100,20 | 97,70 | 100,00 | 100,16
Dexamethason 100,70 99,60 99,40 | 103,30 | 105,00 | 104,10 | 104,00 | 101,30 | 103,40 | 102,31
Triamcinolon acetonid 98,90 | 101,50 | 102,20 | 101,60 | 104,10 | 102,90 | 102,70 99,90 | 102,30 | 101,79
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Flucinolon acetonid 99,50 | 100,10 | 100,60 | 102,50 | 105,30 | 103,70 | 103,60 | 101,30 | 103,80 | 102,27
Prednison acetat 96,50 99,60 99,50 | 100,80 | 101,50 | 102,30 | 100,90 99,50 | 100,50 | 100,12
Hydrocortison acetat 97,80 | 100,10 99,70 | 100,80 | 102,10 | 102,40 | 100,70 99,60 | 100,80 | 100,44
Cortison acetat 96,30 99,40 98,90 | 100,50 | 102,00 | 101,90 | 100,60 99,40 | 100,90 99,99
Dexamethason acetat 97,00 98,80 99,50 | 101,70 | 101,70 | 102,60 | 102,20 99,60 | 101,70 | 100,53
Betamethason valerat 97,50 99,00 | 101,00 | 101,00 | 101,50 | 102,50 | 101,00 99,20 | 100,30 | 100,33
Clobetason propionat 95,80 99,00 99,80 | 101,30 | 102,30 | 103,00 | 102,00 | 100,30 | 101,00 | 100,50
Mometason furoat 96,20 | 100,10 | 100,20 | 104,10 | 105,50 | 106,60 | 102,40 | 100,60 | 101,80 | 101,94
Betamethason propionat 95,20 97,00 97,90 97,80 99,20 | 100,30 99,10 97,30 98,10 97,99

5.2.5.Gidi han phat hién (LOD), gioi han dinh luong (LOQ)
Tién hanh twong tu nhu cac chat phan tich khac. Két qua da xac dinh duoc gia
tri LOD va LOQ ddi véi timg corticoid nhu ¢ bang 3.44.
Bang 3.44. LOD va LOQ cua cac corticoid

STT | Tén chét phén tich LOD (ug/ml) | LOQ (ug/ml)
1 | Prednison 0,1 0,3
2 | Dexamethason 0,15 0,45
3 | Triamcinolon acetonid 0,25 0,75
4 | Flucinolon acetonid 0,25 0,75
5 | Prednison acetat 0,25 0,75
6 | Hydrocortison acetat 0,25 0,75
7 | Cortison acetat 0,2 0,6
8 | Dexamethason acetat 0,3 0,9
9 | Betamethason valerat 0,9 2,7

10 | Clobetason propionat 1,1 3,3
11 | Mometason furoat 0,8 2,4
12 | Betamethason propionat 2,0 6,0

5.2.6. Ap dung kiém tra cac mau kem
Kiém tra trén 11 miu kem my pham, két qua thé hién & bang 3.69.
Bang 3.69. Két qua phdn tich dong thoi cac glucocorticoid

M3 s Tén miu S6 PKKN | Két qua
GCO01 | Cream nam one today 431381 +
GC02 | Cream nam shui Jing bai 431382 -
GCO03 | Kem dudng tring da lam mo vét thim Hazelin 43L 383 -
GC04 | Kem n&dm C6 Tién (Day whitening & spot removing set) 431384 -
GCO05 | Cream ngura myn 3 tic dung One Today 43L.390 +
GC06 | Cream dudng trang da mit One Today 43L391 +
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PHUONG PHAP PHAT HIEN PONG THOI 12 CHAT STEROID CO MAT TRAI
PHEP TRONG KEM BOI DA MY PHAM BANG PHUONG PHAP HPLC

VOI DETECTOR PDA
GCO07 | Kem mat Whoo 431398 -
GCO08 | Nudc hoa hong In Yang Balancer 431.397 -
GC09 | Tinh chat dudng da Qi & Jin Essence 43L.396 -
GC10 | Stra dudng da In Yang Lotion 43L.395 -
GC11 | Kem dudng da dém Whoo 43L.399 -

Mau GCO01, GCO5 va GC06 c6 pic c6 thoi gian luu twong tmg véi pic
clobetason dipropionat, chdng phd véi phd chuan clobetason dipropionat cho hé sd
chong pho xap xi 1 (1an luot 14 0,9933; 0,9954; 0,9968).
6.KOt luEn

-P3i Iya chon ®-ic dung m«i va phuong phidp xir Iy miu cho phbp
chi®t hoantoan ca 12 chit steroid khao sat, nOn mEu s'ch.

- Khio s.t vp lua chidn ®-ic ®iOu kiOn s¥*c ky lang hilu
n'ng cao phi hip vO cét,
pha ®éng, detector, téc ® ding, thO t¥Ych ti?m mEu cho
phPp ph.t hiOn dic hiéu voi 12 chét steroid trong nén mau kem bdi da. Céc
pic céc steroid tach riéng biét, dugc rua giai khong qua som vii giii h'n ph. t
hiOn nhé&. Diéu kién sic ky don gian, dang dong, dé thuc hién , tuy nhién céc pic
kha gan nhau doi hoi chit luong cot sic ky phai co kha niang tach rat ot (sb dia ly
thuyét >8000), hé thong sic ky rat 6n dinh.

- Ph--ng ph.p xOy dung di dugc danh gia vé do thich hop cua hé théng
sic ky, t¥Ynh ®Ec hiOu, kholng tuyOn t¥Ynh, ®& 1Ep 1'i, ®é
®ng, giii h'n ph,t hiOn va giéi han dinh luong cta 12 chit thudc nhom
steroid.

- Quy trinh phan tich phu hop dé xac dinh sang loc cac chit cam steroid trong cic mau
kem bdi da. Khi phat hién duoc pic nghi ngd véi chat twong tng trong sic ky dd cia dung
dich chuin, nén chay sic ky riéng cho chét d6 (c6 thé diéu chinh ty 1é cac thanh phan trong
pha dong cho phu hop).

TAI LIEU VIEN DAN

-S6 tay chét lugng:

+Chuong 04: Kiém soat tai lisu VKN/STCL/04

+Chuong 19: Phuong phap thr nghiém, hiéu chuin va phé duyét phuong phéap
VKN/STCL/19

-Thii tyc “Kiém soét tai liéu”: VKN/TT/04.02

-Thu tuc “Nhan biét va truy tim”: VKN/TT/03.01

-Thii tuc “Quan 1y thiét bi thir nghiém™: VKN/TT/20.19
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